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NFAT: nuclear factor of activated T cells / factor nuclear de células T activadas 
NLS: nuclear localization signal / señal de localización nuclear 
P: phosphate / fosfato 
PBS: phosphate buffered saline / solución salina de fosfato tamponada 
PCR: polymerase chain reaction / reacción en cadena de la polimerasa 
PFA: paraformaldehide / paraformaldehido 
PGM: phosphoglucomutase / fosfoglucomutasa  
PHF: paired helical filaments / filamentos pareados helicoidales 
PHLPP1: PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase / proteína fosfatasa rica en 
dominios PH y leucina 
PiD: Pick´s disease / Enfermedad de Pick 
PI3K: phosphoinositide-3-kinase / fosfoinosítido-3-quinasa 
PIP3: phosphatidylinositol trisphosphate / fosfatidil inisitol trifosfato 
PKA: protein kinase a / proteína quinasa a 
PKC: protein kinase c / proteína quinasa c 
Poli-P: poly-proline / poli-prolina 
Poli-Q: poly-glutamine / poli-glutamina 
PP1: protein phosphatase 1 / proteína fosfatasa 1 
PP2A: protein phosphatase 2A / proteína fosfatasa 2A 
PP2B: protein phosphatase 2B / proteína fosfatasa 2B 
PPP2R2B: regulatory subunit B protein phosphatase 2 / subunidad reguladora B de la proteína 
fosfatasa 2 
PS: presinilin/ presinilina 
PSP: progressive supranuclear palsy / paralisis supranuclear progresiva  
PT: pretangle / neurona con pre-ovillo 
p-Ser: phosphorylated serine / serina fosforilada 
p-Tyr: phosphorylated tyrosine / tirosina fosforilada 
RIN: integrity RNA number / número de integridad del ARN 




SCA: spinocerebellar ataxia / ataxia espinocerebelosa 
SDS: sodium dodecyl sulphate / dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE: SDS-polyacrilamide gel eletrophoresis / gel de electroforesis de poliacrilamida con 
SDS 
SEM: standard error of mean / error estándar de la media 
Ser: serine / serina 
SN: Substantia nigra / sustancia negra 
SNC: central nervous system / sistema nervioso central 
SRSF6: serine arginine rich splicing factor 6 / factor de splicing rico en serinas y argininas 
St: striatum / estriado 
STN: subthalamic nucleus / núcleo subtalámico 
Tal: thalamus / tálamo 
TBP: TATA box binding protein / proteína de unión a la caja TATA 
TNFα: tumor necrosis factor-α / factor de necrosis tumoral 
TNRs: tau nuclear rods 
tTA: transactivator / transactivador 
Tyr: tyrosine / tirosina 
U: uracile / uracilo 
WB: western blot 
ZNF9: zinc finger 9 / dedo de zinc 9 






















   La Enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa 
caracterizada por atrofia cerebral particularmente en el estriado dando lugar a cambios de 
personalidad, corea y demencia. La glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) es una serina/treonina 
quinasa implicada en numerosas rutas de señalización y es capaz de fosforilar más de cien 
sustratos entre los que se encuentra la proteína asociada a microtúbulos Tau. Se cree que un 
incremento de la actividad GSK-3 contribuye a la patogénesis de enfermedades 
neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer (EA) y los inhibidores de GSK-3 se han 
postulado como agentes terapéuticos para la neurodegeneración. En referencia a la EH, los 
inhibidores de GSK-3 han mostrado efectos beneficiosos en modelos celulares y en modelos 
animales invertebrados pero no en los modelos murinos. Estos estudios se realizaron sin una 
exploración previa del nivel y la actividad de GSK-3 en el cerebro de los pacientes y modelos de 
EH.  
 
   Conforme a esto, el primer objetivo de esta tesis fue explorar el nivel y la actividad 
enzimática de GSK-3 en el estriado y otras regiones cerebrales menos afectadas de pacientes 
de la EH y del ratón modelo R6/1 para elucidar la posible contribución de su alteración en la 
patogénesis de la EH. Aquí demostramos que se produce una reducción dramática en los 
niveles y la actividad de GSK-3 en el estriado y la corteza de los pacientes de la EH y en el ratón 
modelo de la enfermedad. La corrección del déficit de GSK-3 en el ratón de la EH, mediante la 
combinación con un ratón transgénico con sobreexpresión moderada de GSK-3, resulta en la 
atenuación de la atrofia cerebral y de los déficits en el comportamiento motor y de 
aprendizaje de los ratones de EH. 
 
   En segundo lugar, nos propusimos estudiar uno de los principales sustratos de GSK-3, 
en relación a la neurodegeneración, la proteína Tau. En lugar de la esperada disminución de 
Tau fosforilado observamos un aparente aumento de Tau fosforilado que en realidad podría 
deberse a un posible aumento del Tau total o un cambio en el patrón de isoformas de Tau. Se 
sabe que el desbalance en las isoformas de Tau con tres o cuatro dominios de unión a 
microtúbulos causa demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17 
(FTDP-17) en familias con mutaciones intrónicas. En esta segunda parte, reportamos que se 
produce un desbalance equivalente a nivel de ARNm y de proteína posiblemente como 
resultado de la alteración del factor de splicing SRSF6. Además, tiene lugar un incremento en el 
nivel de Tau total en el cerebro de los pacientes de la EH y hemos descrito un nuevo tipo de 
depósito de Tau en forma de varilla a los que hemos denominado Tau nuclear rods (TNRs) y 




reportadas en el cerebro de la EH. Finalmente, cuando reducimos el nivel de Tau en el ratón de 
EH se atenúan sus anormalidades motoras. 
   Con esto, nuestros resultados demuestran por un lado que, la disminución de GSK-3 
contribuye al fenotipo de la EH y abre nuevas oportunidades terapéuticas basadas en 
incrementar la actividad de GSK-3 o atenuar las dañinas consecuencias de esta disminución y 
por el otro, que la EH puede ser considerada una tauopatía y por lo tanto, toda la terapéutica 





   Huntington’s disease (HD) is a hereditary neurodegenerative disorder characterized 
by brain atrophy particularly in striatum leading to personality changes, chorea and dementia. 
Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) is a serine/threonine kinase in the crossroad of many 
signaling pathways that is highly pleiotropic as it phosphorylates more than hundred 
substrates among which stands the microtubule-associated protein Tau. Increased GSK-3 
activity is believed to contribute to the pathogenesis of neurodegenerative diseases like 
Alzheimer´s disease and GSK-3 inhibitors have been postulated as therapeutic agents for 
neurodegeneration. Regarding HD, GSK-3 inhibitors have shown beneficial effects in cell and 
invertebrate animal models but no evident efficacy in mouse models. Intriguingly, those 
studies were performed without interrogating GSK-3 level and activity in HD brain.  
 
   According to this, the first aim of this thesis was to explore the level and also the 
enzymatic activity of GSK-3 in the striatum and other less affected brain regions of HD patients 
and of the R6/1 mouse model to then elucidate the possible contribution of its alteration to 
HD. We report a dramatic decrease in GSK-3 levels and activity in striatum and cortex of HD 
patients with similar results in the mouse model. Correction of the GSK-3 deficit in HD mice, by 
combining with transgenic mice with low GSK-3 overexpression, resulted in amelioration of 
their brain atrophy and behavioral motor and learning deficits.  
 
   We decided to also study one of the main substrates of GSK-3 in relation to 
neurodegeneration, the Tau protein. Instead of the anticipated decrease in phosphorylated 
Tau, we observed an apparent increase that could also be attributable to a possible decrease 
in total Tau or to a change in the pattern of Tau isoforms. A disbalance in Tau isoforms 
containing either three or four microtubule-binding repeats causes frontotemporal dementia 
with Parkinsonism linked to chromosome (FTDP-17) in families with intronic mutations. Here, 
we report equivalent disbalance at the mRNA and protein level possibly as a result of altered 
activity of the splicing factor SRSF6 and increased total Tau levels in the brains of Huntington’s 
disease (HD) subjects. Besides, we have detected rod-like Tau deposits that we have called 
Tau-nuclear rods (TNRs) filling the neuronal nuclear indentations previously reported in HD 
brains. Finally, when we reduced the level of Tau in HD mice, their motor abnormalities were 
attenuated, thus demonstrating that the HD mutation ends up recruiting Tau as a mediator of 
its toxicity. 
With this, our results demonstrate that on the one hand, decreased GSK-3 contributes to HD 




attenuating the harmful consequences of its decrease and, on the other hand, HD can be 
considered a tauopathy and therefore, all therapeutics based on Tau modulation under 



















1. LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON 
1.1. Descripción general de la Enfermedad de Huntington 
1.1.1. Primeras evidencias 
 
   La Enfermedad de Huntington (EH) también conocida como Corea de Huntington es 
un desorden neurodegenerativo monogénico, con un patrón de herencia autosómico 
dominante y, clínicamente caracterizado por movimientos involuntarios, síntomas 
psiquiátricos y demencia. La primera evidencia que se tiene de esta enfermedad, es en el siglo 
XV, cuando Paracelso (1493-1541) utilizó el término corea para referirse a un desorden del 
movimiento sugiriendo que se producía una alteración en el sistema nervioso central (SNC) 
como origen de esta alteración. En el siglo XVII, en Inglaterra se referían a esta enfermedad 
como el baile de San Vito y, debido a los movimientos involuntarios y espasmódicos, pensaban 
que las personas que la sufrían, estaban endemoniadas. Pero fue en 1872, cuando el médico 
George Huntington describió en detalle por primera vez esta enfermedad en una familia 
americana de ascendencia inglesa por lo que recibió el nombre de Enfermedad de Huntington 
(EH). Años más tarde, tras la apreciación de la naturaleza hereditaria de esta enfermedad, los 
genetistas se centraron en la búsqueda de comunidades de afectados por este trastorno para 
buscar el origen de la enfermedad. De este modo, se encontró una comunidad de personas en 
la región de la costa occidental del Lago Maracaibo en Venezuela, en la que como 
consecuencia de un efecto fundador hay muchas personas afectadas por la enfermedad y, 
muchas otras en riesgo de padecerla. El estudio de esta población, permitió por un lado 
profundizar en el conocimiento de la neuropatología de la enfermedad y, por otro lado la 




   Los pacientes de EH, se caracterizan por tener síntomas motores, psiquiátricos y 
cognitivos. La edad de aparición de éstos, se encuentra entre los 35 y 50 años de edad 
(Vonsattel and DiFiglia, 1998), aunque existen formas juveniles en la que los pacientes 
desarrollan la enfermedad antes de los 20 años y, cuyos síntomas son más severos (Nance and 
Myers, 2001, Ruocco et al., 2006). El síntoma más característico de la enfermedad es la corea, 
que comienza como un temblor y, que progresa hacia movimientos involuntarios, 
espasmódicos y bruscos de las extremidades. También se produce distonía y mioclonía de los 




tragar, haciéndose totalmente dependientes de otras personas. Las manifestaciones 
psiquiátricas que son las primeras en aparecer junto a los déficits cognitivos, incluyen 
ansiedad, cambios de personalidad, apatía, depresión, paranoia y fobias, siendo el suicidio algo 
común en estos pacientes (Rosenblatt, 2007). En cuanto a los síntomas cognitivos hay daño 
gradual de los procesos mentales que incluyen el razonamiento, el juicio, la memoria y que 
progresan hasta llevar al paciente a un estado de demencia. Otros síntomas reportados son la 
pérdida de peso, alteraciones en el comportamiento sexual y alteraciones en los ciclos vigilia-
sueño (Politis et al., 2008). Finalmente, los pacientes mueren alrededor de 20 años después de 




   El estriado es la zona más afectada donde se produce la mayoría de la pérdida 
neuronal y de la atrofia en la EH. Pero conforme la enfermedad progresa, la atrofia también 
afecta a la corteza cerebral (particularmente a las capas III, V y VI). Éstas dos son las principales 
marcas neuropatológicas de la enfermedad (Vonsattel and DiFiglia, 1998). Pero también afecta 
a otras regiones como el hipocampo, el globo pálido, el tálamo, el núcleo subtalámico, la 
sustancia negra, la materia blanca y el cerebelo de forma muy marcada (Vonsattel and DiFiglia, 
1998) y el hipotálamo (que puede explicar la pérdida de peso observada en los pacientes) 
(Kassubek et al., 2004, Politis et al., 2008). 
Figura 1. Atrofia cerebral en pacientes de la EH. Comparación de la sección coronal de cerebro de un 
control humano (izquierda) y de un paciente de la EH (derecha) donde se observa la degeneración 





   Para conocer el grado de severidad de la enfermedad en los cerebros post-mortem, 
se utiliza el Sistema de Vonsattel que clasifica los casos en cinco grados en función del patrón 
de degeneración del estriado. El estriado de un paciente grado 0 es indistinguible de uno sano, 
pero mediante análisis histológico se puede ver que ha perdido el 30-40% de las neuronas en 
la cabeza del caudado. El grado 1 muestra atrofia, pérdida neuronal y astrogliosis en la cola del 
caudado y, en ocasiones, en el cuerpo del núcleo caudado. El 2 y el 3, se caracterizan por una 
atrofia estriatal severa. Y por último, en el grado 4, además de una gran cantidad de atrofia, se 
produce casi el 95% de pérdida neuronal (Vonsattel et al., 1985).  
 
   La EH está englobada dentro del grupo de enfermedades que afectan al circuito de 
los ganglios basales. Éstos, son un grupo de núcleos subcorticales implicados en una gran 
variedad de procesos en los que destacan el control de las funciones motoras. Están formados 
por el estriado (caudado y putamen), el globo pálido (externo (GPe) e interno (GPi)), la 
sustancia negra (SN), el núcleo subtalámico (STN) y el tálamo. El mayor input de información a 
los ganglios basales llega desde la corteza hasta el estriado. Esto es lo que se conoce como la 
ruta cortico-estriatal consistente en inervaciones glutamatérgicas y dopaminérgicas que llegan 
al estriado desde la corteza. Aquí, la información es recibida por las neuronas espinosas de 
tamaño medio (MSSNs) que constituyen el 95% de la población neuronal del estriado y, son 
GABAérgicas y, son las más afectadas en la EH. El otro 5% corresponde a las interneuronas que 
no están afectadas. En este punto se pueden dar dos vías: la vía directa y la vía indirecta. La vía 
directa, es responsable de la activación de los movimientos voluntarios y, consiste en que las 
MSSNs que expresan dopamina D1 y sustancia P, proyectan hacia el GPi, de allí al tálamo y 
después la información procesada vuelve a la corteza motora para enviar señales a los 
músculos. Por otro lado, la vía indirecta, que es responsable de la inhibición de componentes 
involuntarios del movimiento y, en la que las MSSNs que expresan dopamina D2 y colocalizan 
con encefalina, proyectan hacia el GPe, de allí atravesando el STN hasta la SN y, de allí, la 
información vuelve al GPi y otra vez al tálamo hasta la corteza motora (Albin et al., 1989, 
Alexander and Crutcher, 1990). El equilibrio de ambas rutas permite la correcta realización de 
los movimientos. En la EH, las neuronas GABAérgicas que contienen encefalina y que 
proyectan desde el estriado al GPe (vía indirecta), están más afectadas que las neuronas que 
contiene sustancia P y proyectan al GPi (vía directa)(Reiner et al., 1988). Se piensa que así, se 
pierde la inhibición mediada por la vía indirecta dominando la vía directa lo que conduciría a 
una hiperactividad incontrolable del sistema motor con los característicos movimientos 







1.2. La mutación 
 
   La EH está causada por una mutación localizada en el exón 1 del gen IT15 
(renombrado como gen de la huntingtina (HTT) en la región p16.3 del cromosoma 4 (HDCRG, 
1993). La mutación consiste en la expansión del número de repeticiones de un triplete de 
nucleótidos formado por: C (citosina), A (adenina) y G (guanina), que codifica la síntesis del 
aminoácido glutamina. Mientras que los individuos que no están afectados por la enfermedad, 
tienen entre 6 y 35 repeticiones del triplete, los pacientes de la EH siempre tienen más de 35 
CAG. Se han llegado a encontrar pacientes hasta con 100 tripletes CAG (HDCRG, 1993). 
También se ha visto que, los individuos que no presentan síntomas pero que tienen un número 
de repeticiones entre 27 a 35, pueden transmitir la enfermedad a sus hijos, por un fenómeno 
conocido como “anticipación génica” (Ranen et al., 1995). Este fenómeno se debe a que las 
repeticiones no son estables y, tienden a expandirse cuando se transmite de generación a 
generación, sobre todo cuando el gen se hereda por vía paterna debido a que durante la 
mitosis, el riesgo de expansión es mayor en la espermatogénesis que en la ovogénesis. 
Figura 2. Circuito de los ganglios basales. Representación esquemática de la vía directa (azul) e 
indirecta (rojo) del circuito de los ganglios basales que controla los movimientos. Cx: corteza; EH: 
Enfermedad de Huntington; GPi: globo pálido interno; GPe: globo pálido externo; SN: sustancia 





Además, existe una relación inversa entre el número de repeticiones y la edad de inicio y una 
proporción directa entre el número de tripletes y el grado de severidad de la enfermedad, 
siendo más severa y temprana cuanto mayor número de repeticiones. 
 
   La transcripción y traducción del gen HTT, da lugar a la proteína huntingtina (HTT), 
que debido a la expresión de las CAG expandidas en el gen mutado, da lugar a una proteína 
mutada con una gran secuencia de poliglutaminas (poli-Q). El mecanismo exacto por el que la 
secuencia de CAG expandida en el ARNm y/o la poliglutamina en la proteína inducen 
neurodegeneración es desconocida. Sin embargo, las formas N-terminales de la HTT se 
acumulan en el citoplasma e interaccionan con muchas proteínas alterando diferentes 
mecanismos celulares y produciendo daño de las vías de señalización (Ross and Tabrizi, 2011). 
 
1.3. Función normal de la Huntingtina 
 
   La HTT es una proteína soluble de 3144 aminoácidos y 384 KDa que se expresa de 
forma ubicua en humanos, con elevados niveles en las neuronas del sistema nervioso central y 
los testículos. Intracelularmente, está asociada con varios orgánulos como el núcleo, el retículo 
endoplásmico y el complejo de Golgi y, también se puede encontrar en las neuritas y las 
sinapsis donde se asocia con vesículas y microtúbulos. 
 
   Para entender su función, es fundamental conocer su estructura. Se caracteriza por 
tener la secuencia poli-Q en la región N terminal (en humanos empieza en el aminoácido 18) y, 
en los individuos no afectados tiene hasta 34 glutaminas. Se ha sugerido que, su función 
fisiológica es unir factores de transcripción que contienen secuencias poli-Q (Perutz et al., 
1994) y regular la unión de la HTT con otras proteínas (Harjes and Wanker, 2003). En los 
vertebrados superiores, tiene al lado una región poliprolina (poli-P) que la estabiliza y la 
mantiene soluble. A continuación, tiene varias repeticiones HEAT organizadas en dominios que 
son importantes para las interacciones proteína-proteína (Andrade and Bork, 1995). Esta 
proteína también contiene una señal de exportación nuclear (NES) y una señal de localización 
nuclear (NLS) indicando que la proteína está implicada en transporte de moléculas núcleo-
citoplasma (Xia et al., 2003). La HTT también contiene sitios consenso de corte por enzimas 
proteolíticos, como las caspasas 2, 3, 6 y 7, la calpaína y aspartil-proteasas, y que generan 
fragmentos que se acumulan en el núcleo y en el citoplasma tanto de la HTT normal como de 





   Debido a la complejidad de la HTT, se han propuesto multitud de mecanismos en los 
que puede estar implicada. La HTT es necesaria en el desarrollo embrionario ya que se ha 
descrito que el ratón knockout para HTT (Hdh-/-) es letal embrionario porque se produce un 
defecto en la formación del tejido extraembrionario (Duyao et al., 1995, Nasir et al., 1995). 
Cuando se reduce la dosis de la HTT al 50%, se producen defectos en la formación del epiblasto 
que es la estructura que forma el tubo neural, por lo que la HTT está implicada en la formación 
del SNC (White et al., 1997). La HTT está implicadad en la mitosis ya que durante ésta, se 
localiza en los polos del huso mitótico. Cuando se silencia con ARN de interferencia se altera la 
orientación del huso y el destino celular de los progenitores corticales (Godin et al., 2010). 
Otros estudios han demostrado que es antiapoptótica ya que en líneas celulares derivadas de 
cerebro en las que se ha sobreexpresado HTT normal, se produce una protección frente 
estímulos tóxicos (Rigamonti et al., 2000). Esta proteína también controla la producción de 
BDNF, que es una neurotrofina importante para la supervivencia de neuronas estriatales y la 
actividad de la sinapsis cortico-estriatales (Zuccato and Cattaneo, 2007). Como hemos 
mencionado, la HTT se encuentra asociada con vesículas y microtúbulos facilitando el 
transporte vesicular. 
 
1.4. Mecanismos patogénicos de la Enfermedad de Huntington 
1.4.1. Pérdida de la función de la Huntingtina normal 
 
   Los datos anteriores nos indican que la HTT normal tiene efectos beneficiosos en el 
cerebro, por lo que puede ser posible que la pérdida de función de la HTT reduzca la habilidad 
de las neuronas de sobrevivir (Cattaneo et al., 2005). Individuos homocigotos para la 
expansión de CAG presentan una progresión más severa de la enfermedad que los que portan 
la mutación en heterocigosis (Squitieri et al., 2003). El impacto real de la pérdida de la HTT 
normal se ha evaluado mediante la manipulación genética de los niveles de HTT, como por 
ejemplo reduciendo el nivel de HTT normal en un ratón YAC128 modelo de la enfermedad, el 
cual presenta una pérdida de neuronas y una atrofia cerebral ligera indicando que el fenotipo 
estriatal depende de la HTT mutada y al reducir la HTT normal aumenta la toxicidad y el déficit 
en el comportamiento motor por lo que la reducción de HTT normal exacerba este fenotipo 
(Van Raamsdonk et al., 2005). En Drosophila, la reducción de HTT en un modelo con toxicidad 




cuando se sobrexpresa el gen de la Htt en el ratón R6/2, se ve que hay un retraso en la 
aparición del fenotipo y que la atrofia cerebral es menos severa (Dietrich et al., 2006). 
 
1.4.2. Toxicidad de la proteína 
 
   La presencia de la secuencia expandida de poli-Q en la HTT mutada, produce que la 
proteína adquiera una conformación anormal (Tobin and Signer, 2000, Shao and Diamond, 
2007) y con ello, una ganancia de función que altera la homeostasis de la célula interfiriendo 
en numerosos procesos celulares. En primer lugar, la forma larga de la HTT mutada puede ser 
cortada por numerosas proteasas en el citoplasma (DiFiglia et al., 2007, Schilling et al., 2007, 
Landles et al., 2010), generando fragmentos tóxicos N-terminales (que contienen la 
expansión). En un intento por eliminar estos fragmentos tóxicos, estos son ubiquitinados y 
dirigidos al proteasoma para que sean eliminados. Pero el sistema ubiquitina-proteasoma es 
menos eficiente en la EH (Ortega and Lucas, 2014). Estos fragmentos de HTT N-terminal se 
pueden acumular en el citoplasma, e interaccionar con muchas proteínas afectando a sus rutas 
de señalización o formar agregados o los cuerpos de inclusión característicos de la 
enfermedad. La Htt mutada puede contribuir a la pérdida de la homeostasis del calcio y, a la 
disfunción mitocondrial comprometiendo el metabolismo energético e incrementando el daño 
oxidativo (Panov et al., 2002). Por otro lado, la mutación en HTT altera las funciones motoras 
del citoesqueleto, incluyendo el transporte y el reciclaje vesicular (Caviston and Holzbaur, 
2009) mediante la interacción de la HTT con HAP1, HAP40 (Huntingtin associated protein of 
40KDa) y la dineína (Ravikumar et al., 2008) También puede interferir en numerosas rutas de 
señalización mediante alteración de las quinasas (que explicaremos más detalladamente a 
continuación). Por otro lado, los fragmentos pueden ser traslocados al núcleo, donde pueden 
contribuir a la alteración de la transcripción de numerosos genes entre los que se incluyen 
CREB o TAF130 que producen una disminución en los niveles de ARNm y proteína BDNF, la 
neurotrofina esencial para el mantenimiento de las MSSN y que se ha visto que en los 
pacientes de EH está reducida (Ferrer et al., 2000, Zuccato et al., 2008) y, formar inclusiones 
intranucleares (Figura 3). También se ha descrito que en otras enfermedades causadas por 
expansiones, se puede producir el fenómeno de la traducción sin ATG asociada a repeticiones 
(traducción RAN) en las que a partir de las construcciones CAG expandidas se expresan 
proteínas con poliglutaminas, polialaninas y poliserinas en ausencia del codón de inicio ATG 





Alteración de rutas de señalización y quinasas    
   Las quinasas fosforilan otras proteínas para regular su función y mediar en muchas 
rutas de señalización celular y sus efectos (Manning et al., 2002). Muchas de estas rutas 
afectadas por diversas quinasas contribuyen a la patofisiología de la EH (Bowles and Jones, 
2014) llevando a la desregulación de la transcripción (Ross, 2002, Bowles et al., 2012), la 
inflamación (Lin et al., 2013) y, la neurodegeneración en modelos celulares y murinos de la EH, 
así como en cerebro de pacientes mediante la regulación directa de estas quinasas o la 
fosforilación de otras proteínas (Bowles and Jones, 2014). Así, se ha visto que en la EH están 
alteradas rutas como la ruta MEK/ERK, la ruta CDK-5/p35 y la señalización mediada por JNK o 
p53, entre otras. Una de las más estudiadas es la ruta de AKT, cuya activación se considera que 
es antiapoptótica y neuroprotectora (Noshita et al., 2001, Gines et al., 2003, Endo et al., 2006) 
ya que fosforila e inactiva maquinaria proapotótica como GSK-3β, BCL-2 o HDAC3 entre otras 
(Gines et al., 2003, Cabodi et al., 2009, Bardai and D'Mello, 2011). Normalmente el nivel de 
AKT está bajo en cerebro adulto (Cabodi et al., 2009) y se activa tras un estrés o daño (Chong 
et al., 2005) generalmente por la vía de PI3K debida a señalización por factores de crecimiento 
o citoquinas (Chong et al., 2005). Se ha descrito que AKT está activada en varios modelos 
celulares y de ratón de la EH debido a la reducción de su inhibidor PHLPP1 en el estriado 
(Saavedra et al., 2010) y, que también está activada en humanos (Humbert et al., 2002). En 
Drosophila, se ha visto que la activación de AKT por fosforilación protege, ya que alivia la 
toxicidad en la retina inducida por la HTT mutada aunque no previene la letalidad (Lievens et 
al., 2008) mediante la fosforilación protectora de la HTT mutada en la serina 421 ya que reduce 
su toxicidad y la acumulación de sus fragmentos (Humbert et al., 2002).  




1.4.3. Toxicidad del ARN - Enfermedades causadas por expansión de la 
secuencia CAG 
 
   La EH pertenece al grupo de enfermedades causadas por la expansión de 
repeticiones de trinucleótidos que incluye al menos 22 patologías hereditarias (La Spada and 
Taylor, 2010). Dentro de éstas, tenemos la subcategoría de las causadas por expansiones de 
CAG que incluyen además de la EH, otros desórdenes como numerosas ataxias 
espinocerebelosas como SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA12 y SCA17, la atrofia 
dentatorubropalidoluisiana (DRPLA) y la atrofia muscular espinobulbar (SBMA). Cada una de 
estas enfermedades afecta a poblaciones de neuronas específicas en función del gen afectado 
por la expansión (Cattaneo et al., 2001). También tenemos la categoría de los desórdenes 
causados por repeticiones CUG (citosina-uracilo-guanina) como SCA 8, la distrofia miotónica 1 
(DM1) y la Enfermedad de Huntington tipo 2 (HDL-2) (Nelson et al., 2013) (Tabla 1).  
 
   Además de los diferentes mecanismos que pueden explicar la causa de estas 
enfermedades, como la pérdida de la función del gen y por tanto, de la proteína que contiene 
la mutación; la ganancia de función tóxica debido a la producción de una proteína con una 
expansión poli-Q que ya hemos explicado, también puede producirse la ganancia de función 
tóxica debida a la producción de un ARNm con expansión CAG o CUG como es el caso de 
aquellas enfermedades en que la expansión se encuentra localizada en regiones del gen que 
no se traducen y que no se pueden explicar por la presencia de una proteína tóxica como DM1 
o SCA-17. En el caso de la SCA8 se descubrió que la patogenicidad está causada por la 
expansión CAG en el gen de la ataxina 8 generando una proteína portadora de la expansión 
poli-Q y, por la expresión de la cadena opuesta del gen de la ataxina 8 que cuando se 
transcribe da lugar a un ARN con una expansión CUG no codificante(Moseley et al., 2006, 
Daughters et al., 2009). Las repeticiones en el ARNm, pueden formar estructuras en forma de 
horquilla, que aumentan en tamaño y en estabilidad con el aumento del tamaño de la 
expansión. Estas horquillas pueden secuestrar diversas proteínas (Nalavade et al., 2013). Se ha 
descrito que algunos factores de splicing se unen al transcrito con el CUG expandido dando 
lugar a un splicing alternativo aberrante de numerosos genes (Ranum and Cooper, 2006). 
Recientemente se ha descrito que las repeticiones CAG también son capaces de mimetizar a 
las repeticiones CUG en la alteración de la regulación del splicing alternativo (Mykowska et al., 




splicing alternativo que puede contribuir a la generación de fragmentos N-terminal muy tóxico 
de HTT contribuyendo a la patogénesis de le enfermedad (Sathasivam et al., 2013). 
 
 
AR, receptor de andrógenos; ATN1, atrofina 1; ATXN, ataxina; CACNA1A, subunidad α-1A del canal de calcio dependiente de la 
voltaje; DM, distrofia miotónica; DRPLA, atrofia Dentatorubro-palidoluisiana; HD, Enfermedad de Huntington; HDL2, Enfermedad 
de Huntington tipo 2; HTT, huntingtina; JPH3, juntofilina 3; PPP2R2B, subunidad reguladora B de la proteína fosfatasa 2; SBMA, 




Tabla 1: Características moleculares y síntomas clínicos de los trastornos neurológicos hereditarios 




2. GLUCÓGENO SINTASA QUINASA 3 (GSK-3) 
2.1. Descripción 
 
   La enzima Glucógeno Sintasa Quinasa 3 (GSK-3) es una serina/treonina quinasa 
(aunque durante su síntesis también puede actuar como tirosina quinasa) que media la adición 
de moléculas fosfato en residuos serina y treonina en sus sustratos diana, expresada en todos 
los tejidos aunque sus niveles son más elevados en el cerebro. Existen dos parálogos de este 
enzima, GSK-3α y GSK-3β y también se ha descrito una variante de splicing de GSK-3β (Mukai 
et al., 2002). Los dos parálogos son casi idénticos, particularmente en su dominio catalítico 
quinasa (Woodgett, 1990), y son regulados por múltiples mecanismos (Grimes and Jope, 2001, 
Doble and Woodgett, 2003, Beurel et al., 2014) incluyendo la prefosforilación de los sustratos, 
la localización subcelular, la incorporación a complejos de proteínas como axina/APC, D2R/β-
arrestina (Beaulieu et al., 2008, O'Brien et al., 2011) o D2R/Disc1 (Su et al., 2014) y 
modificaciones postraduccionales como la fosforilación en el residuo serina N-terminal (Ser 
21/9 para α y β respectivamente) que hace que la quinasa esté inactiva en algunos de sus 
posibles escenarios funcionales (Beurel et al., 2014). GSK-3 es un enzima pleiotrópico que es 
capaz de fosforilar más de 100 proteínas implicadas en funciones como el metabolismo, la 
estructura celular, la expresión génica y la apoptosis (Grimes and Jope, 2001, Beurel et al., 
2014). 
 
2.2. Mecanismos de regulación de la actividad GSK-3 
2.2.1. Fosforilación 
 
   Una de las maneras en las que se regula la GSK-3 es mediante fosforilación. El 
mecanismo más estudiado es la inhibición de su actividad mediante la fosforilación en la serina 
21 en GSK-3α y en la serina 9 en GSK-3β. Cuando esto ocurre, la región N-terminal de GSK-3, 
actúa como un pseudosustrato prefosforilado, capaz de unirse al dominio de unión de 
sustratos de GSK-3 que forma un bolsillo, bloqueando así la unión de otros sustratos 
prefosforilados a la enzima y, por tanto, disminuyendo su actividad (Beurel et al., 2014). La 
fosforilación en estos residuos es llevada a cabo por diferentes quinasas, como AKT, proteína 
quinasa A (PKA), proteína quinasa C (PKC) y la quinasa p70 S6 entre otras, que participan en 
diferentes rutas de señalización haciendo de GSK-3 una enzima que integra múltiples señales. 
Una excepción a este mecanismo es que la actividad de GSK-3 no se ve afectada por su 





   GSK-3 también promueve la actividad de la proteína fosfatasa 1 (PP1) mediante la 
fosforilación de su inhibidor llamado I2. Esta activación de PP1, no solo aumenta la actividad 
de GSK-3, también defosforila quinasas que se encuentran regulando GSK-3, disminuyendo la 
inducción de la fosfoserina GSK-3 (Zhang et al., 2003). 
 
   También se ha visto que, la fosforilación en la tirosina 279 en GSK-3α y en la tirosina 
216 en GSK-3β se requiere para que haya una máxima actividad del enzima. Esto puede tener 
lugar mediante autofosforilación o por la acción de otras tirosina quinasas. (Grimes and Jope, 
2001). 
 
2.2.2. Formación de complejos 
 
   La actividad de GSK-3 se puede regular mediante su incorporación en complejos de 
proteínas que reclutan los sustratos de GSK-3 para su fosforilación. El ejemplo mejor conocido 
es el complejo implicado en la ruta de señalización de Wnt formado por Axina, la proteína APC, 
β-catenina y GSK-3 (Frame and Cohen, 2001, Manoukian and Woodgett, 2002). La formación 
de este complejo permite que la β-catenina se aproxime a GSK-3 resultando fosforilada en los 
residuos 33, 37 y 41 lo cual actúa como una señal para ser ubiquitilada o degradada. Cuando se 
unen los ligandos de Wnt, el complejo se deshace y la β-catenina no es fosforilada por GSK-3, 
lo que hace que la β-catenina se acumule y se trasloque al núcleo. 
 
Figura 4: Regulación de la actividad de GSK-3 dependiente de fosforilación. La figura muestra 
algunas de las señalizaciones que se ha propuesto que median la activación de GSK-3 vía 




   Otras proteínas con las que puede interaccionar GSK-3 y formar complejos  para 
llevar a cabo funciones específicas son miembros de la familia 14.3.3, la proteína 4.1R (Ruiz-
Saenz et al., 2013) que regula GSK-3 en los microtúbulos o el activador de CDK-5 p25 (Chow et 
al., 2014). 
 
2.2.3. Localización subcelular 
 
   La localización de GSK-3 es importante a la hora de regular sus acciones. Es una 
proteína citosólica (donde está localizada predominantemente) pero también puede estar 
presente en la mitocondria, en el núcleo y en otros compartimentos subcelulares como los 
conos de crecimiento. La función de GSK-3 en la mitocondria no se conocen demasiado pero 
parece que es importante en el estrés oxidativo y en determinadas condiciones apoptóticas 
(Bijur and Jope, 2003). En el núcleo, GSK-3 regula la actividad de numerosos factores de 
transcripción como Fos/Jun AP-1, CREB, NFAT, myc, p53 entre otras permitiendo que GSK-3 
influya sobre muchas rutas de señalización que convergen en estos factores de transcripción y 
que regulan la expresión de muchos genes (Grimes and Jope, 2001). También en el núcleo 
afecta la regulación de diferentes mecanismos epigenéticos como la fosforilación de histonas, 
histonas deacetilasas (HDAC3, HDAC4), y enzimas modificadores de ADN como DNMT1 (Sun et 
al., 2007, Bardai and D'Mello, 2011). 
 
2.3. Funciones de GSK-3 
 
   GSK-3 está implicada en numerosas rutas de señalización intracelular, incluyendo la 
migración, la proliferación celular, la apoptosis, la regulación del metabolismo de la glucosa, la 
inflamación y la respuesta inmune. GSK-3 regula la arquitectura celular y la motilidad de las 
neuronas y los astrocitos ya que la inactivación y activación de esta enzima promueven el 
crecimiento y el colapso de neuritas. Los microtúbulos son un tipo de filamentos del 
citoesqueleto que son cruciales para el mantenimiento de la organización, estructura y 
motilidad celular. Las proteínas asociadas a microtúbulos (MAPs) juegan un papel esencial en 
regular la función de los microtúbulos. Algunas MAPS, como Tau o MAP1B son fosforiladas por 
GSK-3, lo que regula su unión a los microtúbulos regulando la dinámica de estos. GSK-3 
también fosforila la cadena ligera de la quinesina, lo que facilita el transporte de proteínas y 
vesículas a lo largo de los microtúbulos (Morfini et al., 2002). La retracción y extensión de las 




también son reguladas por GSK-3 que se encuentra en el borde anterior del cono de 
crecimiento en su forma inactiva, sugiriendo que GSK-3 activa inhibe la extensión del cono de 
crecimiento (Eickholt et al., 2002). En consecuencia, la inactivación experimental de GSK-3 
produce la expansión del cono de crecimiento, la extensión axonal y aumenta las 
ramificaciones (Lucas et al., 1998, Hall et al., 2002).  
 
   GSK-3 contribuye tanto a la muerte como a la supervivencia celular. La sobrexpresión 
de GSK-3 induce apoptosis (Pap and Cooper, 1998) en una gran cantidad de condiciones como 
la retirada de factores tróficos, inhibición de fosfatidinositol-3 quinasa y la toxicidad inducida 
por el β-amiloide en la EA (Grimes and Jope, 2001). Tanto la fosforilación de EIF2β (factor de 
iniciación eucariótico 2β), la activación de c-Jun, o la inhibición de factores de transcripción 
pro-supervivencia como CREB o la proteína de choque térmico 1 (HSP1) mediadas por GSK-3, 
favorecen la apoptosis (Pap and Cooper, 2002, Hongisto et al., 2003). La inhibición de GSK-3 
con litio protege frente a dichos estímulos apoptóticos (Bijur et al., 2000, Li et al., 2002). Por el 
contrario, la actividad GSK-3 también es esencial para la supervivencia en determinadas 
situaciones. El ratón knock-out para GSK-3β, se desarrolla normalmente hasta la mitad de la 
gestación, pero muere en el día E14 por apoptosis masiva de los hepatocitos por un exceso de 
función proapoptótica inducida por el factor de necrosis tumoral α (TNFα) (Hoeflich et al., 
2000). TNF-α activa apoptosis por la ruta extrínseca por activación de los receptores de muerte 
de la familia TNFR/Fas y, esta fue la primera evidencia de que GSK-3 juega un papel 
antiapoptótico cuando la apoptosis es inducida por la ruta extrínseca (Beurel and Jope, 2006, 
Gomez-Sintes et al., 2007, Gomez-Sintes and Lucas, 2010, 2013).  
 
2.4. Implicaciones de GSK-3 en la etiología de diversas enfermedades 
 
   GSK-3 se ha implicado en numerosas enfermedades como la hipertrofia muscular 
(Hardt and Sadoshima, 2002, Haq et al., 2003), el cáncer (Hill and Hemmings, 2002, Manoukian 
and Woodgett, 2002), el trastorno bipolar (Jope, 1999, Phiel et al., 2001), la esquizofrenia 
(Beaulieu et al., 2004, Li et al., 2010), la diabetes tipo 2 y la Enfermedad de Alzheimer (EA) 
(Grimes and Jope, 2001, Hernandez et al., 2013). 
 
   La EA es una enfermedad severa neurodegenerativa característica de las edades 
avanzadas cuyos síntomas incluyen la desorientación, la pérdida de memoria, alteraciones de 




familiares. Las formas familiares son debidas a mutaciones en los genes de la presinilina (PS-1), 
de presenilina 2 (PS-2) o de la proteína precursora del amiloide (APP) (Hardy, 2006). En esta 
enfermedad se ha visto que GSK-3 está implicada (Grimes and Jope, 2001). Las dos marcas 
histopatológicas características de la EA son los ovillos neurofibrilares que son agregados de 
filamentos pareados helicoidales (PHFs) compuestos primariamente por Tau hiperfosforilado 
que se encuentran en el interior de las células aunque se pueden encontrar fuera una vez la 
neurona muere y, las placas de β-amiloide, que son depósitos extracelulares compuestos de la 
proteína amiloide. GSK-3 está implicada en diferentes mecanismos patológicos de la EA. El β-
amiloide activa GSK-3 y la inhibición de GSK-3 atenúa la neurotoxicidad inducida por el β-
amiloide (Grimes and Jope, 2001). Además, GSK-3 promueve la producción de β-amiloide 
(Phiel et al., 2003). Además GSK-3 es una de las quinasas principales que participan en la 
hiperfosforilación de Tau que dan lugar a la formación de los PHFs (Hanger et al., 1992). 
También se ha visto que la presinilina 1, una proteína que contribuye a la producción de β-
amiloide, y que como hemos dicho está mutado en casos de EA familiar, sus mutaciones 
aumentan la actividad de GSK-3 frente a Tau y alteran la motilidad mediada por quinesina 
comprometiendo la función neuronal (Pigino et al., 2003). 
 
   En el caso del trastorno bipolar que es una enfermedad mental cuyos síntomas 
clínicos están caracterizados por cambios de ánimo que oscilan desde episodios depresivos con 
pérdida de interés, de apetito, alteración del sueño e ideas suicidas a episodios maníacos 
caracterizados por hiperactividad, irritabilidad e incapacidad de conciliar el sueño (Shastry, 
2005). Como terapia se usan antidepresivos como el litio y diferentes estudios apuntan a una 
implicación de GSK-3 en la patogénesis ya que se ha visto que en depresión hay una reducción 
de la señalización PI3K/AKT, lo que aumentaría la actividad de GSK-3 (Jope and Roh, 2006). 
 
2.5. Potencial terapéutico de los inhibidores de GSK-3 
 
   Como hemos visto en el apartado anterior, se ha postulado que la actividad 
aumentada de GSK-3 contribuye a la patogénesis de numerosas enfermedades como la EA y el 
trastorno bipolar. De acuerdo con esto, el inhibidor no selectivo de GSK-3, litio se ha utilizado 
como terapia para el trastorno bipolar (Grof and Muller-Oerlinghausen, 2009) y se ha 
explorado su potencial en ensayos clínicos para la EA (Macdonald et al., 2008, Forlenza et al., 
2011). El litio se une directamente a la GSK-3 y la inhibe por competición por el sitio de unión 




fosforilación inhibitoria en serinas de GSK-3 (Jope 2003). Pero hay que tener en cuenta que el 
litio también inhibe otras enzimas como la inositol polifosfato 1-fosfatasa (IPPasa), la fructosa 
1,6-bisfosfatasa (FBPasa) y la fosfoglucomutasa (PGM) (Gould et al., 2006). Por ello se están 
desarrollando numerosos inhibidores selectivos para GSK-3 para ser utilizados para el 
tratamiento de las enfermedades anteriormente mencionadas (Cohen and Goedert, 2004, 
Arfeen and Bharatam, 2013, Beurel et al., 2014, Lovestone et al., 2014). 
 
2.6. GSK-3 y Enfermedad de Huntington 
 
   En la EH, se ha visto que la inhibición de GSK-3 en modelos celulares protege frente a 
la muerte celular inducida por poliglutamina y reduce el número de inclusiones de HTT 
(Carmichael et al., 2002, Valencia et al., 2010). Lo mismo ocurre en modelos animales de 
invertebrados (Berger et al., 2005, Voisine et al., 2007). Sin embargo, la eficacia terapéutica de 
la inhibición de GSK-3 no es tan evidente en los modelos de ratones (Wood and Morton, 2003) 
a no ser que se combinen los inhibidores de GSK-3 con otros compuestos (Chiu et al., 2011, 
Scheuing et al., 2014) como la rapamicina que estimula la autofagia, contrarrestando con la 
disminución de la autofagia que se ha descrito por la inhibición de GSK-3 (Sarkar et al., 2008). 
Sin embargo, la razón principal por la que la inhibición de GSK-3 no muestra un efecto 
beneficioso claro por sí mismo en modelos de ratón de EH puede ser porque los niveles y la 
actividad de GSK-3 puede que no estén incrementadas en la EH. De hecho, nosotros y otros 
hemos reportado previamente un incremento en la fosforilación en la serina N-terminal de 
GSK-3 en el estriado y otras regiones cerebrales de varios modelos de ratón de EH (Saavedra et 
al., 2010, Blum et al., 2014, Lim et al., 2014) y aunque no hay datos disponibles en lo que se 
refiere al estriado de muestras post-mortem procedentes de pacientes de EH, se ha reportado 
recientemente que en el córtex frontal de cerebro procedente de pacientes de EH el nivel de 
GSK-3β está disminuido (Lim et al., 2014). En la línea con la noción de que una disminución de 
la actividad GSK-3 en el estriado podría contribuir a la EH, el ratón transgénico con expresión 
en cerebro anterior de una forma dominante negativa de GSK-3 muestra un incremento de la 
apoptosis neuronal en el estriado y también déficits motores en tareas dependientes del 
estriado, mostrando así un fenotipo similar a la EH (Gomez-Sintes et al., 2007, Gomez-Sintes 










   Como se ha mencionado, Tau es una proteína asociada a microtúbulos (MAP) 
(Goedert and Spillantini, 2006) y que se encuentra en elevados niveles en el cerebro humano 
adulto destacando en la corteza, el hipocampo, el tálamo, el estriado y, en menor medida en el 
cerebelo (Goedert et al., 1989a, Trojanowski et al., 1989). Dentro de las neuronas se encuentra 
en el citoplasma donde está concentrada en los axones (Binder et al., 1985) pero también está 
presente en las dendritas (Ittner et al., 2010). También se puede encontrar asociada a la 
membrana plasmática (Brandt et al., 1995, Arrasate et al., 2000) y en el interior del núcleo (Lu 
et al., 2014). 
 
   Tau se une a los microtúbulos y los estabiliza. Éstos son estructuras tubulares de las 
células (25 nm de diámetro) formados por la polimerización de dímeros de α y β-tubulina, que 
se originan en los centros organizadores de microtúbulos (MTOC) y, que se extienden por el 
citoplasma formando parte del citoesqueleto. Constituyen los raíles por los que se desplazan 
las vesículas de secreción, los orgánulos, y participan en la división celular. Tau participa en el 
ensamblaje de dímeros de tubulina interaccionando con ésta a través de sus dominios de 
unión a microtúbulos estabilizando así la red microtubular. Estudios in vitro han demostrado 
que Tau inicia la nucleación de los microtúbulos (Drechsel et al., 1992). El estado de 
fosforilación de Tau también afecta a su habilidad para ensamblar microtúbulos como veremos 
más adelante.  
 
   Una función por tanto en la que Tau está implicada es en el transporte de moléculas 
de señalización, factores tróficos, mitocondrias o vesículas a lo largo del axón. (Ballatore et al., 
2007, Vershinin et al., 2007). Pero no podemos descartar que Tau esté implicada en más 
funciones, debido a su capacidad de interaccionar con numerosas proteínas además de la 
tubulina, como la presinilina 1 (Takashima et al., 1998), la calmodulina (Padilla et al., 1990), la 
espectrina (Carlier et al., 1984), la actina (He et al., 2009) o fosfatasas como PP1, PP2A o PP2B 
(Gong et al., 1994) entre otras. 
 
   Pero el interés sobre la proteína Tau, no se debe tanto a sus funciones fisiológicas 
sino a su disfunción o alteración en numerosas enfermedades neurodegenerativas conocidas 




3.2. Gen que codifica la proteína Tau 
 
   El gen que codifica la proteína Tau, MAPT, está localizado en la región q21.31 del 
cromosoma 17 y contiene 16 exones (Neve et al., 1986, Andreadis et al., 1992) y, se aisló por 
primera vez a partir de una librería de ADN complementario de cerebro de ratón (Lee et al., 
1988). Luego se clonó en otras especies incluido el humano (Goedert et al., 1989b). En el 
cerebro de un humano adulto sano, existen 6 isoformas de la proteína que se producen 
mediante splicing alternativo del gen (Andreadis, 2005). Estas isoformas difieren por la 
presencia o ausencia de un inserto de 29 o 58 aminoácidos en la región N-terminal de la 
proteína debido al splicing alternativo de los exones 2 y 3 y, por la inclusión o no de una 
repetición de 31 aminoácidos codificada por el exón 10 en la región C-terminal de la proteína. 
Centrándonos en esta última región, la inclusión del exón 10, da lugar a tres isoformas con 
cuatro repeticiones cada una (Tau-4R) y, su exclusión mediante splicing alternativo da lugar a 
tres isoformas con tres repeticiones cada una (Tau-3R). Las repeticiones constituyen los 
dominios de unión a microtúbulos de la proteína Tau (Goode and Feinstein, 1994, Gustke et 
al., 1994). Las isoformas de Tau con cuatro repeticiones se unen con mayor afinidad a los 
microtúbulos que las isoformas que contienen sólo tres repeticiones (Goedert and Jakes, 1990, 
Fauquant et al., 2011). La isoforma más larga del SNC contiene dos insertos y cuatro 
repeticiones mientras que la más corta no contiene insertos y sólo tiene tres repeticiones. 
Durante el desarrollo tanto de humanos como de ratones, sólo se expresa la forma más corta 
de Tau (Tau-3R sin inserto amino terminal) (Kosik et al., 1989, Brion et al., 1993), mientras que 
en el cerebro adulto de individuos sanos, hay cantidades iguales de las isoformas Tau-3R y Tau-
4R (Goedert and Jakes, 1990) mientras que el ratón adulto, expresa predominantemente 







   Las tauopatías son un grupo de enfermedades neurodegenerativas que se 
caracterizan porque la proteína Tau muestra un metabolismo alterado y se deposita en 
acúmulos (Lee et al., 2001b). Entre ellas se incluyen la Enfermedad de Alzheimer (EA), la 
parálisis supranuclear progresiva (PSP), la degeneración corticobasal (CBD), la enfermedad de 
Pick (PiD), o la demencia frontotemporal con parkinsonismo asociado ligada al cromosoma 17 
(FTDP-17) entre otras (Hernandez and Avila, 2007). En estas enfermedades, se puede observar 
que Tau cuando esta hiperfosforilado, se asocia formando filamentos pareados helicoidales 
(PHFs) y, éstos a su vez, ovillos neurofibrilares anormales (NFT) como es el caso de la EA. En 
otras tauopatías, la deposición de Tau tiene lugar en forma de polímeros aberrantes de fosfo-
Tau, como en la FTDP-17 en forma de anillos perinucleares o en la PSP y la CBD en forma de 
inclusiones astrogliales o en la enfermedad de Pick en forma de cuerpos de Pick en el interior 
de las neuronas y, en algunos casos en astrocitos y oligodendrocitos (Buee et al., 2000, Lee et 
al., 2001a, Mandelkow et al., 2007) que puedan contribuir a la disfunción celular e inducir 
neurotoxicidad (Khlistunova et al., 2006). 
Figura 5: Esquema del gen MAPT y de las isoformas presentes en cerebro de un adulto sano 
mediante splicing alternativo. Representación esquemática del gen MAPT cuyo transcrito primario 
sufre splicing alternativo de los exones 2 y 3 y del exón 10 dando lugar a 6 isoformas de Tau cuyo 
tamaño varía en función del número de exones. La inclusión del exón 10 da lugar a las isoformas Tau-





   En la mayoría de las enfermedades con agregados de Tau, ésta está hiperfosforilada 
como consecuencia del desbalance entre la actividad de las quinasas y las fosfatasas lo cual 
disminuye su capacidad de interaccionar con los microtúbulos (Bramblett et al., 1993, Yoshida 
and Ihara, 1993). Entre las quinasas que pueden fosforilar Tau además de GSK-3, tenemos 
CDK-5, JNK, PKA, PKC y CaMKII (Buee et al., 2000). GSK-3 es la que tiene capacidad de 
fosforilarla en más residuos, muchos de ellos presentes en los PHFs (Goedert et al., 1988, 
Hanger et al., 2009). Aunque la fosforilación de Tau no es estrictamente patogénica ya que 
también ocurre de forma reversible durante el desarrollo del cerebro fetal, la hibernación y la 
hipotermia (Goedert et al., 1993, Planel et al., 2004, Stieler et al., 2011). 
 
   En las diferentes tauopatías, las regiones cerebrales y tipos celulares, están afectados 
de forma diferencial. Estas diferencias están relacionadas con la composición en isoformas de 
los filamentos de Tau (Mailliot et al., 2000). En la EA, las seis isoformas están presentes en los 
ovillos neurofibrilares (Goedert et al., 1992) y el ratio entre las isoformas Tau-4R y Tau-3R es 1. 
En FTDP-17 con mutaciones en Tau, el contenido de isoformas del Tau agregado y la 
localización celular de los depósitos, varía dependiendo de la mutación (van Swieten, 2007). En 
otras tauopatías, el ratio Tau-4R/Tau-3R en las estructuras patológicas varía hacia el 
incremento de las isoformas Tau-4R como en la PSP (Arai et al., 2001, Zhukareva et al., 2006) y 
en la CBD (Arai et al., 2001) y en la enfermedad de los granos argirófilos (Fujino et al., 2005) o 
hacia el incremento de Tau-3R como en la PiD (Zhukareva et al., 2002) con diferente 
localización de las estructuras de Tau agregado en cada caso. 
 
Figura 6: Representación esquemática de la composición en isoformas de Tau en diferentes 
enfermedades neurodegenerativas. En la enfermedad de Alzheimer y algunas familias de FTDP-17 
podemos encontrar las seis isoformas de Tau. En PSP, CBD y familias con alguna mutación en el exón 
10 o en el Intrón 10 muestran mayoritariamente isoformas Tau-4R. En la Enfermedad de Pick 




3.4. Alteración del splicing alternativo y neurodegeneración 
 
   El splicing alternativo es un mecanismo versátil y muy expandido para generar 
muchos ARNm de un único gen (Grabowski, 1998, Graveley, 2001). Como hemos mencionado 
anteriormente, el splicing alternativo de Tau en el exón 10 da lugar a isoformas Tau-3R y Tau-
4R (Liu and Gong, 2008). El descubrimiento de mutaciones intrónicas y silenciosas en familias 
afectadas por FTDP-17 que aumentaban el ratio 4R/3R de las isoformas de Tau (Hutton et al., 
1998) reveló que el desbalance en 4R-Tau y 3R-Tau en favor de las isoformas Tau-4R, era 
suficiente para causar neurodegeneración con cambios de personalidad, demencia y 























1. Análisis del nivel y la actividad de GSK-3 en el cerebro de pacientes de la 
Enfermedad de Huntington (EH) y en el ratón modelo de la enfermedad R6/1. 
2. Si hay cambio, generación de un modelo de ratón de EH con incremento o 
disminución de GSK-3 transgénico para corregir el cambio observado. 
3. Análisis del efecto de la modificación genética de GSK-3 en ratones de la EH. 
 Análisis bioquímico e histológico. 
 Análisis comportamentales. 
4. Análisis del sustrato de GSK-3, Tau, en cerebro de pacientes de la EH y en 
ratones modelo de la enfermedad. 
 Nivel de Tau total y fosforilación. 
 Análisis de las isoformas de Tau y caracterización. 
 Análisis de las marcas histopatológicas de Tau en la EH. 




















 Materiales y métodos 
1. MUESTRAS DE TEJIDO CEREBRAL 
1.1. Muestras de pacientes 
 
   Las muestras de corteza frontal, estriado e hipocampo de cerebro de pacientes de 
EH, de EA y controles, fueron suministradas por el Banco de Cerebros del Instituto de 
Neuropatología (HUB-ICO-IDIBELL, Hospitalet de LLobregat, España), el Banco de Tejidos 
Neurológicos del Biobanco IDIBAPS (Barcelona, España), el Banco de Tejidos Fundación Cien 
(BT-CIEN, Madrid, España) y el Banco de Cerebros de Holanda (Amsterdam, Holanda) con el 
correspondiente consentimiento informado por escrito por parte de los donantes de cerebro 
y/o familiares para la extracción después de la muerte para ser usado con propósitos de 
diagnóstico e investigación. Los procedimientos fueron aprobados por el Subcomité de 
Bioética del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (Madrid, España). El intervalo de 
tiempo post-mortem (IPM) desde la muerte del paciente hasta la extracción de las muestras 
oscila entre 3:40 y 48 horas. El examen neuropatológico de los casos de la EH, reveló el 
diagnóstico de los grados de la EH siguiendo los criterios de Vonsattel (Vonsattel et al., 1985) 
que variaban de 0-1 a 4. 
Tabla 2: Pacientes de Enfermedad de Huntington utilizados. 
EH: Enfermedad de Huntington;IPM: intervalo post-mortem; H: Hombre; M: Mujer; n/d: no disponible. 
Experimento: 1 Western blot; 2 RT-PCR; 3: Ensayo de actividad; 4 Inmunohistoquímica/Inmunofluorescencia. 
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     EA: Enfermedad de Alzheimer; IPM: intervalo post-mortem; H: Hombre; M: Mujer; n/d: no disponible. 
     Experimento: 4 Inmunohistoquímica/Inmunofluorescencia. 
 
Tabla 3: Pacientes de Enfermedad de Alzheimer utilizados. 
Tabla 4: Controles utilizados. 
IPM: intervalo post-mortem; H: Hombre; M: Mujer; n/d: no disponible. 
Experimento: 1 Western blot; 2 RT-PCR; 3: Ensayo de actividad; 4 Inmunohistoquímica/Inmunofluorescencia. 
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1.2. Modelos de animales utilizados 
 
   Todos los animales utilizados en esta tesis, se criaron en el animalario del Centro de 
Biología Molecular “Severo Ochoa”. Se estabularon cuatro ratones por caja con comida y agua 
ad libitum y, fueron mantenidos en un ambiente con la temperatura controlada con ciclos luz-
oscuridad 12/12h con luz desde las 07:00 h. El mantenimiento de los animales se realizó 
siguiendo la guía del Council of Europe Convention ETS123, revisada como indica en la 
Directive 86/609/EEC. Los experimentos con animales se realizaron bajo los protocolos 
(P15/P16/P18/P22) aprobados por el Comité de Cuidado y Utilización Animal del Centro de 
Biología Molecular Severo Ochoa (Comité de Ética de Experimentación Animal del CBM, CEEA-
CBM), Madrid, España. Se utilizaron ratones R6/1 transgénicos para el exón 1 del gen de la Htt 
humana (Mangiarini et al., 1996), el ratón transgénico condicional modelo de la EH HD94 
(Yamamoto et al., 2000), el ratón transgénico de sobreexpresión de GSK-3 previamente 
generado en el laboratorio (Lucas et al., 2001) y un modelo de ratón deficiente para la proteína 
Tau (Dawson et al., 2001). 
 
1.2.1. Modelo transgénico de la Enfermedad de Huntington R6/1 
 
   Este ratón fue generado mediante la inserción en el genoma del animal de un 
fragmento N-terminal que contiene la región 5´UTR, el exón 1 con una expansión de 116 
tripletes CAG y, las primeras 262 pares de bases del intrón 1 del gen de la HTT humana. Se 
expresa de forma ubicua bajo control del promotor de la HTT humana. Este ratón presenta un 
fenotipo neurológico progresivo y severo similar a muchos de los síntomas que presentan los 
pacientes de la EH (Mangiarini et al., 1996). 
 
1.2.2. Modelo transgénico condicional de la Enfermedad de Huntington HD94 
 
   Este ratón se generó utilizando el sistema génico de respuesta a la tetraciclina. Este 
sistema consiste en cruzar ratones procedentes de la línea transgénica tTA, en el que la 
expresión del transactivador regulado por tetraciclina tTA, que es una proteína de fusión que 
contiene el dominio de unión al ADN del represor de la tetraciclina y, el dominio de activación 
VP16 del virus Herpes simple, se expresa bajo el control del promotor calcio/calmodulina 
kinasa IIα (CamKIIα-tTA) y, por tanto en sistema nervioso central y más específicamente en 
cerebro anterior (Mayford et al., 1996, Yamamoto et al., 2000), con el ratón transgénico que 
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contiene el promotor de respuesta bidireccional BitetO seguido por la secuencia quimera del 
exón 1 del gen de la Htt de ratón y de humano, con una expansión poli-Q de 94 repeticiones en 
una dirección y, la secuencia del gen reportero de la β-Galactosidasa (LacZ) en la otra 
dirección. Cuando ambos ratones se cruzan, dan lugar a una progenie doble transgénica 
designada HD94 que expresa constitutivamente ambos transgenes y que sin embargo, esta 
expresión puede ser abolida en presencia de la doxyciclina (análogo de la tetraciclina). El 
fenotipo de estos ratones es consistente con los pacientes de la EH: una disminución en el 
tamaño del estriado, presencia de agregados intra y extranucleares de HTT mutada y, 
disminución en los niveles del receptor D1 (Yamamoto et al., 2000). 
 
1.2.3.  Modelo transgénico de sobreexpresión de GSK-3 
 
   Debido a que se ha descrito que la sobreexpresión de GSK-3β produce letalidad 
embrionaria (Brownlees et al., 1997), para generar un ratón transgénico de sobrexpresión de 
GSK-3 se utilizó, al igual que en el caso anterior, el sistema inducible regulado por la 
tetraciclina. Se cruzaron los ratones CamKIIα-tTA (Mayford et al., 1996, Yamamoto et al., 
2000), con el ratón previamente generado en el laboratorio BitetO-GSK-3 que contiene una 
secuencia bidireccional operadora de respuesta a tTA combinada con el promotor mínimo de 
Citomegalovirus y, a uno de los lados la secuencia del transgén GSK-3β y, al otro lado la 
secuencia del transgén reportero de la β-Galactosidasa (LacZ) con una señal de localización 
nuclear (Lucas et al., 2001). Como resultante del cruce de ambos ratones, se genera un ratón 
transgénico que expresa tTA bajo el control del promotor CamkIIα y que se une con gran 
afinidad a la secuencia BitetO favoreciendo la expresión continuada de GSK-3β y β-
Galactosidasa en ausencia de tetraciclina (Lucas et al., 2001). 
 
Figura 7: Generación del ratón doble transgénico HD94. 
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1.2.4. Modelo knockout de Tau 
 
   Este modelo de ratón, se generó mediante la interrupción funcional del gen Mapt del 
ratón reemplazando el exón 1 que contiene las señales de inicio de la traducción de la proteína 
Tau, con el cassete de resistencia al análogo de la neomicina G418, de este modo se obtiene 
un ratón carente de la proteína Tau (Dawson et al., 2001). 
 
1.3. Genotipado de los animales 
1.3.1. Obtención de ADN genómico 
 
   Para extraer ADN genómico de los animales, se cortó un trozo de cola de cada ratón 
y, se lisaron mediante la incubación de éstas en tampón de lisis (Tris H-Cl 100 mM pH 7,8, 
EDTA 5 mM pH 8, SDS 0,1%, NaCl 200 mM en H2O) más 2 µl de proteinasa K (Merck) a 60ºC 
hasta su completa degradación. A continuación se extrajo el ADN mediante adición de NaCl 
6M a cada lisado. Se centrifugó 10 min a 13200 rpm y al sobrenadante se le añadió 
isopropanol y se invirtió el tubo hasta la visualización de hebras blancas. Seguidamente, se 
volvió a centrifugar 10 min a 13200 rpm y al pellet se le añadió etanol al 70%. Se centrifugó 2 
min a 13200 rpm, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el pellet donde tenemos el ADN 
de cada animal. Finalmente resuspendimos el ADN en agua. 
 
1.3.2.  Amplificación de ADN genómico y genotipado 
 
   Para amplificar el ADN mediante la reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis 
and Faloona, 1987) se utilizó un termociclador. El volumen de reacción fue 50 µL para los 
Figura 8: Generación del ratón doble transgénico de sobreexpresión de GSK-3. 
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oligonucleótidos cebadores A, B, C, F, MT In 1.1F, NEO 2 y MT Ex 1R y 12 µL para los cebadores 
92 y 96. Se utilizó 1 U de polimerasa del kit comercial Go-TaqR Flexi DNA polymerase 
(Promega) por mezcla de reacción. Como iniciadores de la elongación se emplearon los 
diferentes cebadores sintéticos descritos en la tabla 5 a una concentración final en la mezcla 
de reacción de 1 µg/µl. El protocolo de amplificación varía dependiendo el par de cebadores 






Tabla 5: Secuencia de oligonucleótidos utilizados y protocolo de amplificación para el genotipado 
de los animales. 
 65 
 
 Materiales y métodos 
2. TÉCNICAS EMPLEADAS 
2.1. Análisis de nivel ARN mediante RT-PCR cuantitativa 
 
   Se extrajo ARN total del estriado y de la corteza de pacientes de EH y de controles y, 
de la corteza, el estriado y el hipocampo de ratones, utilizando el Kit Maxwell ® 16 LEV 
simplyRNA para tejido (Promega). El ARN total resultante (750 ng) se usó para la síntesis de 
cDNA con el kit Super Script III First-Strand Synthesis SuperMix de Invitrogene (PN 11752250) 
con el siguiente protocolo de amplificación: 30” a 95°C + (5” a 95ºC + 5” a 60ºC) x 40 ciclos + 
(5” a 60ºC + 5” a 95ºC). La cuantificación se realizó mediante PCR a tiempo real usando el 
Sistema CFX 384 (Bio-Rad) combinado con SsoFast Eva Green (Bio-Rad) siguiendo el protocolo 
del fabricante y usando 1 µL de cada pareja de oligonucleótidos. Los datos se analizaron 
usando el software GenEx 5.3.7 (Multid AnaLyses AB).  
 
2.1.1.  RT-PCR relativa 
 
   Los niveles de ARNm fueron normalizados primero respecto a la cantidad total de 
ARN y después, en el caso de las muestras procedentes de humanos, respecto a los niveles de 
expresión del gen que codifica la subunidad 18S del ribosoma para cada muestra y, en el caso 
de las muestras procedentes de ratones, a la media de la expresión de los genes de la 
subunidad 18S del ribosoma, GAPDH, β-actina y β-tubulina para cada muestra. Los resultados 
están expresados de forma relativa a la media del grupo control.  
 
2.1.2.  RT-PCR absoluta 
 
   En las muestras procedentes de pacientes, para determinar el ratio 4R/3R de las 
isoformas de Tau en cada muestra, tuvimos que cuantificar exactamente la cantidad de ARN 
Tau-4R, Tau-3R y Tau total. Para ello se obtuvieron los amplicones para Tau-4R, Tau-3R y Tau 
total y, fueron insertados en el plásmido pMA-T suministrado por GeneART® (Life 
technologies). Este plásmido pMA-T-Total Tau_4R Tau_3R Tau, que contenía una copia de cada 
amplicón mencionado, fue digerido con el enzima de restricción AscI y, se hicieron diluciones 
seriadas para generar una curva de calibración de modo que con esta curva, podíamos 
determinar exactamente el contenido de Tau-4R, Tau-3R y Tau total para cada muestra. Como 
se esperaba, la eficiencia de la reacción de PCR y la curva de fusión para cada pareja de 
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cebadores, era la misma usando el plásmido standard pMA-T-Total Tau_4R Tau_3R Tau o las 
muestras de ARN humanas.  
 
2.1.3. Oligonucleótidos utilizados 
   Los oligonucleótidos para PCR usados para humano fueron: 
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2.2. Análisis del nivel de proteína mediante electrotransferencia e 
inmunodetección (Western blot) 
 
   Las diferentes regiones del cerebro de humanos que estaban guardadas a -80ºC, 
fueron pulverizadas en un mortero evitando su descongelación con ayuda de nitrógeno líquido 
generando un ambiente helado. En el caso de los ratones, se extrajo el cerebro y, el hemisferio 
derecho se diseccionó rápidamente en sus diferentes estructuras cerebrales sobre una placa 
fría. Los extractos fueron preparados mediante la homogenización de las diferentes áreas 
cerebrales en tampón de homogenización frío compuesto por HEPES 20 mM pH 7.4, NaCl 
100nM, NaF 20 mM, Tritón x-100 1%, ortovanadato de sodio 1mM, ácido okadaico 1 µM, 
pirofosfato de sodio 5 mM, β-glicerofosfato 30 mM, EDTA 5 mM e inhibidores de proteasas 
(PMSF 2 mM, aprotinina 10 µg/ml, leupeptina 10 µg/ml y pepstatina 10 µg/ml). Se 
centrifugaron a 13200 rpm durante 15 min a 4ºC. El sobrenadante resultante fue recogido y se 
determinó el contenido de proteína mediante el método Bradford (Biorad Protein Assay, 
Biorad). Para la electroforesis se cogieron 15 microgramos del total de proteína y se corrieron 
en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%. Fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. 
Seguidamente se bloquearon en TBS-T (NaCl 150 mM, Tris–HCl 20 mM pH 7.5, Tween 20 
0.05%) con leche al 5% o BSA al 5% dependiendo del anticuerpo que se fuera a utilizar. Las 
membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario a 4ºC durante la noche en TBS-T 
complementado con leche al 5% o BSA al 5%. Seguidamente se lavaron y se incubaron con el 
correspondiente anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugada con HRP (P0447 de DAKO 
Cytomation) o anti-IgG de conejo conjugada con HRP (P0448 de DAKO Cytomation). El 
revelado posterior se realizó usando el kit ECL de detección (Perkin Elmer). 
 
2.3. Ensayo de actividad enzimática GSK-3 
 
   Para determinar el nivel de actividad enzimática GSK-3 de las diferentes estructuras 
cerebrales, se cogió el tejido previamente pulverizado como hemos descrito anteriormente y, 
se homogenizó en buffer específico para el ensayo de actividad quinasa compuesto por HEPES 
20 mM pH 7.4, NaCl 100 mM, NaF 10 mM, Ov4Na 1 mM, Triton 100-X 1%, EDTA 1 mM, EGTA 1 
mM y una mezcla de inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, aprotinina 10 µg/ml, leupeptina 
10 µg/ml y pepstatina 10 µg/ml, Roche). A continuación, las muestras se centrifugaron a 14000 
g durante 15 min y se recogió el sobrenadante. Como sustrato de la reacción usamos el 
péptido GS1 (YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQS*EDEE) el cual tiene la serina 21 fosforilada (Stambolic 
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and Woodgett, 1994). Los sobrenadantes fueron incubados a 37ºC con el péptido GS1 y [γ-
32P]ATP en Tris–HCl 25 mM pH 7.5, DTT 1 mM, MgCl2 10 mM y DMSO 10% o el inhibidor 
selectivo de GSK-3 AR-A014418 100 µM. Las reacciones se detuvieron depositando las 
alícuotas en papel de fosfocelulosa P81 como se ha descrito previamente (Engel et al., 2006b). 
La actividad GSK-3 se obtuvo calculando la diferencia entre la actividad en presencia del 
inhibidor de GSK-3 AR-A014418 y la actividad en presencia de DMSO. 
 
2.4. Análisis histológico de los tejidos 
2.4.1. Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 
 
   En el caso de los pacientes de EH, EA y sus respectivos controles, las secciones se 
obtuvieron de los diferentes bancos de tejidos seccionadas y preparadas sobre portaobjetos 
para trabajar con ellas después de desparafinarlas mediante el tratamiento con xileno e 
hidratación con baños de etanol de diferentes porcentajes. En el caso de los ratones, el 
hemisferio izquierdo del cerebro previamente extraído fue utilizado para procesarlo para 
histología. Para ello, lo pusimos en paraformaldehido al 4% preparado en el tampón fosfato 
Sorensen durante la noche y, al día siguiente, tras lavarlos en PBS, los sumergimos en sacarosa 
al 30% en PBS durante 72 h. Una vez crioprotegido, las muestras fueron incluidas en medio 
OCT (Sakura Finetek Europe), congeladas y guardadas a -80ºC hasta su uso. Cortamos 
secciones sagitales de 30 µm en el criostato y las guardamos en flotación en tampón glicol 
(glicerol 30%, glicol etileno 30% en tampón fosfato 0,02M) a -20ºC. Tanto para las muestras 
humanas como las de los ratones, las secciones fueron incubadas con H2O2 al 0.3% en metanol 
durante 30 min para bloquear la actividad peroxidasa endógena. Algunos anticuerpos 
requirieron un tratamiento previo al bloqueo para hacer un desenmascaramiento de epítopos 
con solución de Citrato de Sodio (Ácido Cítrico 1.92g/L en agua destilada pH5.9). Para la tinción 
inmunohistoquímica, las secciones se bloquearon en PBS con Suero Bovino Fetal al 0.5%, 
Triton X-100 0.3% y BSA al 1% (Sigma-Aldrich) durante 1 hora. Las secciones se incubaron con 
el correspondiente anticuerpo primario en buffer de bloqueo durante la noche a 4ºC. 
Finalmente, las secciones cerebrales se incubaron con el complejo avidina-biotina usando el kit 
Elite Vectastain (Vector Laboratories). El revelado se realizó con diaminobencidina 
(SIGMAFASTTM DAB, Sigma) durante 10 min. Las secciones se montaron en portaobjetos y 
cubreobjetos con Mowiol (Calbiochem). Las imágenes se tomaron usando un microscopio 
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   Para la inmunofluorescencia, las secciones fueron pretratadas con Tritón X-100 0.1%  
durante 15 min, Glicina 1M durante 30 min, y solución de bloqueo (BSA 1% y Triton X-100 
0.1%) durante 1 hora. Las secciones se incubaron durante la noche a 4ºC con los 
correspondientes anticuerpos primarios en solución de bloqueo. Al día siguiente, las secciones 
se lavaron con PBS y se incubaron con el complejo avidina-biotina usando el kit Elite Vectastain 
(Vector Laboratories) durante 1 hora y después, las secciones se incubaron con Streptavidina-
Alexa 488 (Invitrogen) y anticuerpo secundario anti-conejo Alexa (Invitrogen) durante 1 hora. 
Los núcleos fueron contra-teñidos con DAPI (Calbiochem). Finalmente, las secciones se 
incubaron con Sudan Black durante 10 min y se montaron en portaobjetos con medio DePeX 
(Serva) y se mantuvieron a 4ºC. Las imágenes se adquirieron con Sistema de laser confocal 
LSM710 acoplado a un microscopio invertido con objetivo de aceite de inmersión 63x y 
apertura numérica 1.4 usando el software Zen2010B sp1 software (Carl Zeiss). Las imágenes se 
procesaron usando el programa ImageJ 1.45s.  
 
2.4.2. Microscopía electrónica 
 
   Para la microscopía electrónica secciones procedentes de corteza de humanos, se 
tiñeron por inmunohistoquímica con DAB con el anticuerpo HT-7 (MN1000 de Thermo 
Scientific). Brevemente, las secciones se post-fijaron con 2% OsO4 durante 1 h, se 
deshidrataron, y se embebieron en Araldita y se montaron en plano en placas recubiertas por 
Formvar. Después de la polimerización, las áreas seleccionadas fueron fotografiadas, 
recortadas y re-embebidas en Araldita y reseccionadas a 1 μm. Estas secciones semifinas se 
fotografiaron y se reseccionaron en secciones ultrafinas de 100 nm. Las secciones ultrafinas 
fueron observadas en un microscopio de transmisión electrónico Jen 2010 Joel (Peabody), sin 
tinción con metales pesados para evitar precipitados artefactuales. 
 
2.5. Cultivo celular 
 
   La línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y fue crecida en medio DMEM, suero 
bovino fetal al 10% y antibióticos. Las células se transfectaron usando Lipofectamine 2000 (Life 
Technologies) de acuerdo al protocolo del fabricante. Las construcciones de HTT se componen 
de pEGFP-1 con el fragmento N-terminal de Htt con 17 o 72 repeticiones de CAG fusionada con 
GFP (proporcionada por el Dr. Finkbeiner y la Dra. Arrasate). El vector de expression SRSF6 fue 
suministrado por el Dr. Krainer. 
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2.6. Extracción de la fracción insoluble en Sarkosyl 
 
   Las muestras procedentes de la corteza frontal de un caso de EA (usado como control 
positivo de una tauopatía 3R-4R), de EH y de sujetos control (1 g) fueron homogenizadas en 10 
volúmenes (p/v) de buffer de homogenización frío que consiste en 10 mM Tris–HCl (pH =7.4), 
0.8 M NaCl, 1 mM EGTA, sacarosa al 10%, 0.1 mM fenilmethilsulfonil fluoruro, 2 Ag/ml 
aprotinina, 10 Ag/ml leupeptina, y 5 Ag/ml pepstatina. Los homogenados fueron primero 
centrifugados a 20000g, y el sobrenadante (S1) fue reservado. El pellet (P1) fue 
rehomogenizado en 5 volúmenes de buffer de homogenización y recentrifugado. Los dos 
sobrenadantes (S1 + S2) fueron mezclados e incubados con N-lauroylsarcosinato 10% durante 
1 h a temperatura ambiente en agitación. Las muestras fueron centrifugadas durante 1 h a 
100000g en un rotor Ti 70 Beckman. Los pellets insolubles en Sarkosyl (P3) fueron 
resuspendidos (0.2 ml/g del material de partida) en 50 mM Tris–HCl (pH = 7.4). La 
concentración de proteínas fue determinada con el método de Bradford. En geles de 
electroforesis (SDS-PAGE) 10% sulfato-poliacrilamida de sodio, se cargaron 50 g de proteína 
en cada línea con tampón de carga (0.125 M Tris (pH = 6.8), 20% glicerol, 10% mercaptoetanol, 
4% SDS, and 0.002% bromofenol blue). Las muestras se calentaron a 95ºC durante 5 min antes 
de cargarlas al gel. Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham) 
usando un sistema de cámara electroforética (Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-
Rad). Los sitios de unión no específicas se bloquearon con tampón Tris salino pH = 7.4 con 
0.1% Tween-20 (TBST) conteniendo leche al 5% durante 30 min, e incubadas con cada uno de 
los anticuerpos primarios durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavarlas, las 
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario marcado con la peroxidasa de 
rábano (Dako) diluida 1:1000 durante 1 hora a temperatura ambiente, lavada otra vez y 
revelada con el sistema quimioluminiscente ECL Western Blotting system (Amersham). Las 




   Extractos procedentes de estriados humanos (control y EH) fueron preaclarados y 
luego incubados con la Extactacruz matrix B usando el anticuerpo anti-Huntingtina N-18 (8767 
de Santa Cruz Biotechnology). La matriz fue lavada tres veces usando el tampón de lisis y 
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2.8. Cuantificación estereológica del volumen cerebral y de los agregados de 
Huntingtina 
 
   Se realizó inmunohistoquímica con los anticuerpos primarios anti-DARPP32 1:1000 
(611520 de BD Bioscience) o anti-EM48 1:100 (MAB5374 de Millipore), siguiendo el protocolo 
previamente descrito (Giralt et al., 2010). Para la estimación del volumen cortical, estriatal e 
hipocampal, se cogieron 12 secciones sagitales por animal espaciadas entre sí 240 μm. El 
contaje se hizo a ciegas respecto al genotipo utilizando el software Computer-Assisted 
Stereology Toolbox (CAST) (Olympus Danmark A/S, Ballerup, Denmark). La cuantificación 
automatizada del número y, del tamaño de los agregados de HTT en el estriado, se realizó 
usando el software CellProfiler v2.8. Se seleccionaron 5 secciones sagitales por animal 
espaciadas para el análisis. Las imágenes del estriado al completo se adquirieron con un 
objetivo 20x y, la tinción con EM48 se utilizó para identificar las inclusiones nucleares y 
delimitar su área. 
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3. ANÁLISIS DE LA EVOLUCIÓN DEL FENOTIPO DE LOS RATONES 
 
   Para el análisis de la evolución del fenotipo de los animales generados se midió la 
evolución del peso corporal y se realizaron diferentes pruebas de comportamiento para 
evaluar diferentes comportamientos de los animales. En estos análisis, se utilizaron 
indistintamente machos y hembras en los experimentos. 
 
3.1. Peso Corporal 
 
   Los ratones fueron pesados cada 2 semanas desde el primer mes de edad hasta la 
muerte del último ratón relevante para el estudio. 
 
3.2. Test de locomoción en campo abierto (Open Field Locomotion)  
 
   La actividad locomotora se midió en cajas transparentes de plexiglás (43.2 cm x 43.2 
cm), equipadas con unos células fotoeléctricas que monitorizan tanto la actividad horizontal 
como la actividad vertical de los animales. Los niveles de actividad se registraron en un 
ordenador y se analizaron mediante el software MED Associates’ Activity Monitor Data 
Analysis. Para llevar a cabo esta prueba, los animales se sitúan en una esquina de la caja y se 
les deja que se muevan libremente. Los parámetros que se miden incluyen: la distancia 
ambulatoria (cm) y las cuentas verticales. Los datos se recogen para cada animal durante 15 
min.  
 
3.3. Rotarod  
 
   Esta prueba se realizó con el aparato de Rotarod con aceleración (Ugo Basile). Se 
entrenaron los ratones durante dos días. El primer día, se pone al animal sobre un rodillo que 
gira a 4rpm a velocidad constante durante 1 minuto 4 veces y, el segundo día se programa 
para que el rodillo gire 2 minutos, el primero a 4 rpm y el segundo a 8 rpm 4 veces. El día de la 
prueba, el Rotarod se programa para que acelere de forma progresiva de 4 a 40 rpm en 5 min 
y, los ratones se testan 4 veces. Se mide el tiempo de latencia en que los ratones tardan en 
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3.4. Test de condicionamiento aversivo (Contextual Fear conditioning test) 
 
   El test se realizó utilizando el aparato Startfear 1.06 de Panlab. Durante el 
entrenamiento, se sitúa el ratón en la cámara durante 6:30 min. Después de 2 minutos de 
exploración, se emite un sonido de 85 dB durante 30 segundos y, en los dos últimos segundos 
del sonido, se les da un calambre a 0.2 mA (esto se repite 3 veces). Pasados 30 segundos del 
último shock, el ratón se saca y se devuelve a su jaula. 24 horas después de la sesión de 
condicionamoento, el ratón se introduce de nuevo en la misma cámara. El índice que se utiliza 
para cuantificar esta memoria condicionada al miedo que es dependiente de hipocampo es el 
freezing, que es el tiempo que el ratón está inmóvil (con total ausencia de movimiento excepto 
el debido a la respiración) ante el recuerdo del estímulo condicionante. Se cuantifica el tiempo 
de freezing durante 6 minutos en ausencia de tonos o calambres en la cámara donde sufrió el 
shock el día del entrenamiento. 
 
4. ANÁLISIS DE DATOS 
 
   Los análisis estadísticos se realizaron usando SPSS 19.0 (SPSS® Statistic IBM®). Los 
datos se han representado como media +/- SEM. Para determinar la normalidad de los datos 
se utilizó el test Shapiro-Wilk. Para comprobar si existen diferencias significativas entre dos 
grupos (p<0.05), se utilizó el test t-Student cuando los datos se distribuyen de forma normal 
(paramétricos) o el test U de Mann-Whitney cuando los datos no se distribuyen de manera 
normal (no paramétricos). Para comparaciones entre más de dos grupos, los datos que se 
distribuyen normalmente se analizaron con el test de ANOVA seguido por los test post-hoc 
DMS cuando las varianzas son iguales o el test post-hoc Games Howell cuando las varianzas no 
son iguales determinado mediante el test de Levene. El nivel de significancia mínimo aceptado 
ha sido p<0.05. Cuando los grupos que queremos comparar no son paramétricos se analizaron 
con el test de Kruskal-Wallis seguido con el test U de Mann-Whitney para hacer las 
comparaciones entre dos grupos. En este último caso, se aplica la corrección de Bonferroni 





















1. Análisis del nivel y la actividad de GSK-3 en el cerebro de pacientes y 
en un modelo de ratón de la Enfermedad de Huntington 
1.1. Disminución del nivel y de la actividad GSK-3 en cerebro de pacientes de la 
Enfermedad de Huntington 
 
   Con el fin de elucidar el estado de GSK-3 en el cerebro de los pacientes de la EH, en 
primer lugar exploramos mediante Western blot los niveles de GSK-3 en muestras de estriado, 
corteza e hipocampo procedentes de controles y de pacientes de la EH. Observamos que los 
niveles de GSK-3, están dramáticamente disminuidos en el estriado (p=0.034) y en la corteza 
(p=0.003) de los pacientes de EH comparados con los controles, mientras que, en el 




   Esta disminución del nivel de GSK-3 a nivel de proteína en pacientes de la EH, no es 
debida a una disminución de los niveles de ARNm de GSK-3α y GSK-3β como observamos 
mediante el análisis por RT-PCR cuantitativa relativa del ARNm extraído de cerebros de 
pacientes de la EH. Observamos que, los transcritos de GSK-3α y de GSK-3β, no disminuyen en 
pacientes de la EH. De hecho, pudimos ver una tendencia a incremento de los niveles del 
ARNm de GSK-3α y GSK-3β en corteza (Figura 10). 
Figura 9: Disminución del nivel de GSK-3 en el estriado, la corteza y el hipocampo de pacientes de 
la EH. Detección mediante Western blot del nivel de GSK-3α/β en homogenados de estriado, corteza 
e hipocampo de pacientes de EH y controles (n=4 para estriado, n=11-10 para corteza y n=4 para 





   Puesto que los niveles de GSK-3 no son un indicador directo de su actividad, 
realizamos ensayos de actividad quinasa GSK-3 in vitro en homogenados de estriado, corteza e 
hipocampo de pacientes de la EH y controles, usando como sustrato de GSK-3 un péptido pre-
fosforilado sintético. En concordancia con la disminución del nivel de GSK-3 observada a nivel 
de proteína, vimos una disminución significativa en la actividad de GSK-3 en el estriado (73.9%; 
p=0.005) y en la corteza (56.5%; p=0.001) de los pacientes de la EH comparado con los 
controles, mientras que, sólo vimos tendencia a que disminuya la actividad en el hipocampo 
(Figura 11). 
 
   Estos resultados indican que, el nivel y la actividad de GSK-3, están disminuidos en las 
partes del cerebro más afectadas por la enfermedad en los pacientes de la EH.  
 
Figura 10: Niveles de ARNm de GSK-3α y GSK-3β en el estriado y en la corteza de pacientes de la 
EH. Análisis por RT-PCR cuantitativa relativa del ARNm de GSK-3α y GSK-3β en estriado y corteza de 
pacientes de EH y controles (n=5-7 para el estriado y n=9-8 para la corteza; sólo las muestras con 
número de integridad de ARN (RIN) por encima de 5 fueron incluidos en el análisis). 
Figura 11: Disminución de la actividad de GSK-3 en el estriado, la corteza y el hipocampo de 
pacientes de la EH. Ensayo de actividad quinasa GSK-3 in vitro, realizado en homogenados de 
estriado, corteza e hipocampo de pacientes de la EH y sujetos control (n=8 para estriado, n=10 para 




1.2. Disminución del nivel y la actividad de GSK-3 en el cerebro del ratón modelo 
de la Enfermedad de Huntington R6/1 
 
   A continuación, nos propusimos explorar si éramos capaces de reproducir los 
resultados previamente obtenidos en los pacientes de la EH, en el ratón modelo de la 
enfermedad R6/1. Para ello, analizamos el nivel y la actividad de GSK-3 en el estriado, corteza 
e hipocampo de estos ratones. Mediante Western blot, vimos que GSK-3 a nivel de proteína, 
está disminuida en el estriado (p<0.0001) y en la corteza (p=0.006) de ratones R6/1 en los 
primeros estadios de la enfermedad (3.5 meses) comparado con ratones WT. A medida que la 
enfermedad progresa, vimos que se produce una disminución similar del nivel de GSK-3 en el 
hipocampo de los ratones R6/1 pero sólo en estadios sintomáticos tardíos de la enfermedad (7 
meses) (Figura 12). 
 
   De forma similar a lo que observamos en el cerebro de los pacientes de la EH, esta 
disminución en el nivel de proteína GSK-3, no es consecuencia de que se esté produciendo una 
bajada en la transcripción de los genes GSK-3α y GSK-3β, ya que no detectamos cambios 
significativos mediante RT-PCR cuantitativa relativa en los niveles de los respectivos ARNm en 




Figura 12: Disminución del nivel de GSK-3 en el estriado, corteza e hipocampo de los ratones R6/1. 
Detección mediante Western blot de los niveles de GSK-3α/β en homogenados de estriado y corteza 
de ratones WT y R6/1 de 3.5 meses de edad y de hipocampo de ratones WT y R6/1 de 7 meses de 







   Como hemos mencionado anteriormente, una forma indirecta de explorar la 
actividad de GSK-3 en algunos de sus escenarios funcionales posibles, es analizando los niveles 
de fosforilación de GSK-3 en la serina 9 para GSK-3β y en la serina 21 para GSK-3α. Como ya 
estaba descrito (Saavedra et al., 2010, Lim et al., 2014), observamos un incremento 
significativo en los niveles de p-GSK-3 en el estriado (p=0.019), en la corteza (p=0.002) y en el 
hipocampo (p=0.009) de ratones R6/1 sintomáticos tardíos comparado con ratones WT (Figura 
14) sugiriendo que se produce una disminución de la actividad de GSK-3 en el cerebro de los 
ratones R6/1. 
Figura 13: Niveles de ARNm de GSK-3α y GSK-3β en el estriado, corteza e hipocampo de los ratones 
R6/1. Análisis por RT-PCR cuantitativa relativa del ARNm de GSK-3α y GSK-3β en el estriado, corteza 
e hipocampo de ratones R6/1 de 9 meses de edad (n=5).  
Figura 14: Niveles de fosforilación de GSK-3α/β en el estriado, la corteza y el hipocampo de los 
ratones R6/1. Detección mediante Western blot del nivel de p-Ser-GSK-3 en homogenados de 
estriado, corteza e hipocampo de ratones WT y R6/1 a los 7.5 meses de edad (n=7 para estriado, n=7 




   Para confirmar que la disminución del nivel total de GSK-3 y el incremento de p-GSK-
3 observado, resulta en una disminución de la actividad del enzima, hicimos el ensayo de 
actividad enzimática quinasa GSK-3 en homogenados procedentes de estriado, corteza e 
hipocampo de ratones R6/1 de 7.5 meses de edad. Como esperábamos, observamos que la 
actividad de GSK-3 estaba disminuida significativamente en el estriado (21.6%; p=0.006) de 
ratones R6/1 sintomáticos comparada con la actividad del enzima en ratones WT, mientras 
que, sólo vemos tendencia a disminuir en la corteza y en el hipocampo de los ratones R6/1 
(Figura 15). 
 
   Todo esto evidencia que, al igual que en los pacientes de la EH, el ratón modelo de la 
enfermedad R6/1, también muestra una disminución de la actividad GSK-3 en las zonas 
cerebrales más afectadas por la EH. 
 
2. Generación de ratón de la Enfermedad de Huntington con expresión 
transgénica de GSK-3 para corregir la disminución de GSK-3 endógena 
 
   Para testar si la disminución de actividad GSK-3 que observamos en el cerebro de los 
pacientes y en el ratón modelo de la EH contribuye a la sintomatología de la enfermedad, 
decidimos explorar las consecuencias de modificar los niveles de GSK-3 mediante 
manipulación genética para corregir el defecto que observamos. Para ello, produjimos ratones 
R6/1 con niveles variables de expresión de GSK-3 transgénica. En el laboratorio, previamente 
se generó la línea transgénica de ratón BitetO–β-Gal/GSK-3β (Lucas et al., 2001) la cual 
contiene una construcción de ADN con la secuencia de GSK-3β y, como reportero de la 
expresión génica, la secuencia del gen de la β-Galactosidasa (LacZ) con una señal de 
Figura 15: Disminución de la actividad de GSK-3α/β en el estriado, la corteza y el hipocampo de los 
ratones R6/1. Ensayo de actividad quinasa in vitro de GSK-3 en homogenados de estriado, corteza e 
hipocampo de ratones WT y R6/1 a los 7.5 meses de edad (n=5-6 para estriado, n=6-5 para corteza y 




localización nuclear. Estas dos secuencias codificantes, están bajo el control de dos 
promotores mínimos (CMVmin) en el promotor bidireccional tetO (BitetO) (Figura 16A). Este 
ratón, muestra una expresión moderada del reportero β-Galactosidasa en áreas cerebrales 
como el estriado, la corteza o el hipocampo (Figura 16B) y, sólo las células con niveles elevados 
de β-Galactosidasa muestran un incremento de los niveles de GSK-3 como se evidencia con la 
doble inmunofluorescencia β-Gal/GSK-3 (Figura 16C). En previas caracterizaciones de este 
ratón, no se han observado fenotipos comportamentales obvios (Hernandez et al., 2002, Engel 
et al., 2006b). Aquí, nos referiremos a estos animales como ratones LowTgGSK-3. También se 
ha reportado previamente en el laboratorio que, cuando los ratones LowTgGSK-3 se combinan 
con ratones que expresan el transactivador tetraciclina (tTA) bajo el control del promotor 
neuronal de cerebro anterior CamKIIα (ratón CamKIIα-tTA), el ratón doble transgénico 
resultante CamKIIα–tTA+BitetO–β-Gal/GSK-3β (Figura 16D), muestra una expresión robusta 
neuronal en todas las regiones del cerebro anterior como el estriado, la corteza y el 
hipocampo (Figura 16E). Nos referiremos a partir de ahora a estos ratones como ratones 
HighTgGSK-3. Estos ratones, muestran un incremento de la muerte neuronal, particularmente 
en el hipocampo, y presentan alteraciones bioquímicas y comportamentales similares a las 
observadas en la Enfermedad de Alzheimer (Lucas et al., 2001, Hernandez et al., 2002, Engel et 
al., 2006b). 
 
Figura 16: Generación de ratones R6/1 con niveles variables de expresión de GSK-3 transgénica. (A) 
Diagrama que muestra la estructura de la construcción de GSK-3 usada para la transgénesis del 
LowTgGSK-3. (B) Inmunohistoquímica β-gal en secciones sagitales de cerebro de ratones LowTgGSK-3 
de 8 meses de edad en el estriado, corteza e hipocampo. (C) Doble inmunofluorescencia de β-Gal 
(rojo) y GSK-3β (verde) en secciones de hipocampo en ratones LowTgGSK-3. (D) Representación 
esquemática de la generación de ratones HighTgGSK-3. (E) Inmunohistoquímica de β-Gal en 
secciones sagitales de cerebro de ratones HighTgGSK-3 de 8 meses de edad en estriado, corteza e 




   En resumen, mediante el uso de este sistema transgénico condicional podemos 
generar ratones con nivel moderado (LowTgGSK-3) o robusto (HighTgGSK-3) de expresión 
transgénica de GSK-3. Esto también se observa mediante el análisis por RT-PCR cuantitativa 
relativa del nivel de ARNm de GSK-3 transgénico y de GSK-3 total en estos ratones. (Figura 17). 
 
   Para generar ratones R6/1 con diferentes niveles de sobreexpresión transgénica de 
GSK-3, seguimos el protocolo de cruces mostrado en la figura 18 para llegar al cruce 
HighTgGSK-3 x R6/1 que da lugar a los seis genotipos experimentales relevantes para el 
estudio: ratones wild type (WT), LowTgGSK-3, HighTgGSK-3, R6/1, R6/1+LowTgGSK-3 y 
R6/1+HighTgGSK-3.  
Figura 17: Nivel de ARNm de GSK-3β transgénico y total en ratones LowTgGSK-3 y HighTgGSK-3. 
Análisis mediante RT-PCR cuantitativa relativa de los niveles de ARNm de GSK-3β transgénico y GSK-
3β total (endógeno+transgénico) en el estriado y la corteza de ratones WT, LowTgGSK-3 y 
HighTgGSK-3.  
Figura 18: Generación de ratones R6/1 con niveles variables de expresión transgénica de GSK-3. 
Representación esquemática del protocolo de cruces para obtener ratones R6/1 con LowTgGSK-3 o 
HighTgGSK-3. Número de ratones de cada uno de los seis genotipos experimentales obtenidos para 




   Generamos un total de 270 ratones, distribuidos en los genotipos experimentales del 
siguiente modo: WT (n=53), LowTgGSK-3 (n=68), HighTgGSK-3 (n=47), R6/1 (n=46), 
R6/1LowTgGSK-3 (n=39) y R6/1HighTgGSK-3 (n=17). Los animales no se distribuyeron de 
forma mendeliana entre los diferentes genotipos (análisis Chi-cuadrado χ2 p<0.0001) ya que el 
porcentaje de ratones R6/1HighTgGSK-3 (5.1%) fue menor que el esperado (12.5%), 
indicándonos que existe letalidad embrionaria o perinatal debido a la combinación de la 
toxicidad asociada a la Htt mutada y al exceso de la expresión de GSK-3 en los ratones 
R6/1HighTgGSK-3. 
 
   A continuación, verificamos mediante Western Blot, que la disminución del nivel de 
la proteína GSK-3 previamente observada en el estriado de los ratones R6/1, se corrige 
progresivamente mediante la expresión moderada y robusta del transgén de GSK-3 (Figura 
19A). Observamos el mismo efecto mediante el ensayo enzimático de actividad quinasa GSK-3 
(Figura 19B), aunque el número limitado de ratones no nos permitió reproducir la disminución 








Figura 19: Análisis del nivel y actividad de GSK-3 en ratones WT, R6/1, R6/1+LowTgGSK-3 y 
R6/1+HighTgGSK-3. (A) Detección mediante Western blot de GSK-3β en homogenados de estriado de 
ratones WT, R6/1, R6/1+LowTgGSK-3 y R6/1+HighTgGSK-3 (n=4; ANOVA, seguido por el test post hoc 
Games-Howell; * p<0.05). (B) Ensayo de actividad In vitro GSK-3 llevado a cabo en homogenados de 
estriado de ratones WT (n=4), R6/1 (n=4), R6/1+LowTgGSK-3 (n=4) y R6/1+HighTgGSK-3 (n=4) a 3.5 






3. Análisis del efecto de modificar genéticamente GSK-3 en ratones 
modelo de la Enfermedad de Huntington 
3.1. La sobreexpresión moderada de GSK-3 atenúa la atrofia cerebral en los 
ratones R6/1  
 
   Como indicador global de si la expresión moderada o alta de GSK-3 transgénica 
tuviera un efecto positivo en la progresión del fenotipo EH de los ratones R6/1, analizamos el 
volumen del estriado, la corteza y el hipocampo, a partir de secciones sagitales obtenidas de 
ratones de 8 meses de edad, WT, R6/1, R6/1+LowTgGSK-3 y R6/1+HighTgGSK-3. 
Anteriormente ha sido reportado que los ratones R6/1 presentaban una reducción en el 
volumen de estas regiones cerebrales comparado con los ratones WT (Mangiarini et al., 1996). 
Curiosamente, los ratones R6/1+LowTgGSK-3 mostraron una atenuación de la atrofia del 
volumen de la corteza (p=0.0163) y del hipocampo (p=0.0252) ya que el volumen fue mayor 
que en los R6/1 y, también se observa una tendencia a este incremento del volumen en el 
estriado (Figura 20). Por el contrario, no observamos diferencias entre el R6/1 y el 
R6/1+HighTgGSK-3, indicándonos que, una sobreexpresión moderada de GSK-3 para corregir la 
disminución del volumen inherente en los R6/1, es beneficioso, pero una producción excesiva 
de GSK-3 no es buena, debido a la bien documentada toxicidad neuronal del exceso de 
actividad GSK-3 (Lucas et al., 2001, Beurel and Jope, 2006). 
Figura 20. Análisis volumétrico de cerebro anterior en ratones R6/1 con niveles variables de 
expresión de GSK-3 transgénica. (A) Imágenes representativas de secciones sagitales teñidas con 
DARPP-32 de ratones WT, R6/1, R6/1+LowTgGSK-3 y R6/1+HighTgGSK-3 de 8 meses de edad. (B) Los 
histogramas muestran la cuantificación del volumen estriatal, cortical e hipocampal. Los resultados 




   También analizamos el efecto de los diferentes niveles de expresión de GSK-3 
transgénica en la acumulación de las inclusiones Htt positivas en los R6/1. El número y el 
tamaño fue analizado en el estriado de ratones de 8 meses de edad R6/1, R6/1+LowTgGSK-3 
and R6/1+HighTgGSK-3 mediante inmunohistoquímica con el anticuerpo N-terminal–Htt. No 
encontramos cambios en el número de las inclusiones estriatales en los ratones 
R6/1+LowTgGSK-3 y R6/1+HighTgGSK-3 cuando los comparamos con los ratones R6/1. Sin 
embargo, vimos que se producía una tendencia a aumentar el tamaño de las inclusiones 
proporcional al aumento de la expresión transgénica de GSK-3 llegando a ser significativa en 
los ratones R6/1+HighTgGSK-3 comparado con los ratones R6/1, p=0.035) (Figura 21). 
 
3.2. La expresión moderada de GSK-3 transgénica atenúa los déficits motores y 
cognitivos de los ratones R6/1. 
 
   A continuación evaluamos si la expresión transgénica de GSK-3, particularmente la 
moderada, era capaz de corregir el déficit en el fenotipo motor y cognitivo que presentan los 
ratones R6/1. Para ello, primero analizamos los seis grupos experimentales de ratones en el 
test campo abierto, en el cual se analiza el comportamiento de los ratones en un unas cajas 
automatizadas obteniendo diferentes parámetros sobre su actividad. Observamos que la 
Figura 21. Análisis volumétrico de cerebro anterior en ratones R6/1 con niveles variables de 
expresión transgénica de GSK-3. (A-B-C) Inmunohistoquímica con EM48 para detectar las inclusiones 
de Htt mutada estriatales. (A) Imágenes mostrando inclusiones EM48-positivas en ratones R6/1, 
R6/1+LowTgGSK-3 y R6/1+HighTgGSK-3. (B-C) Histogramas mostrando el número (B) y tamaño (C) 
de las inclusiones intranucleares neuronales (IINs) en ratones R6/1, R6/1+LowTgGSK-3 y 




hipoactividad descrita en los ratones R6/1 respecto a los WT a los 4.5 meses de edad, 
evidenciada por la disminución en la distancia ambulatoria y las cuentas verticales o veces que 
el animal se pone en posición vertical, se atenuaba en ratones R6/1+LowTgGSK-3 y 
R6/1+HighTgGSK-3 durante el tiempo de exploración (0-5 min) pero, curiosamente, sólo los 
ratones R6/1+lowTgGSK-3 mostraron una mejora durante el tiempo del test 5-15 min (Figura 
22). 
 
   Seguidamente, analizamos la coordinación motora de los ratones a los 2, 4, 6 y 8 
meses de edad en el test de rotarod con aceleración (de 4 a 40 rpm) durante un periodo de 5 
minutos en 4 pruebas. Como esperábamos, todos los ratones que expresan la Htt mutada, 
mostraron un déficit en coordinación motora a los 4 meses de edad que empeora conforme 
progresa la enfermedad a estadios sintomáticos tardíos a los 8 meses de edad. Cuando 
analizamos el tiempo que tardan en caer desde el rodillo en porcentaje respecto a los animales 
R6/1, los ratones R6/1+LowTgGSK-3 lo hicieron significativamente mejor que los R6/1 y los 
R6/1+HighTgGSK-3 a los 2, 4 y 6 meses de edad (Figura 23). 
Figura 22: La expresión transgénica moderada en los ratones LowTgGSK-3 mejora las tareas 
motoras respecto a los ratones R6/1. (A-B) Test de campo abierto de ratones WT (n=19); LowTgGSK-
3 (n=22); HighTgGSK-3 (n=13); R6/1 (n=19); R6/1+LowTgGSK-3 (n=17) y R6/1+HighTgGSK-3 (n=7) a 
los 4.5 meses de edad. (Kruskall Wallis, seguido de test U Mann Whitney; * p<0.05, *** P<0.001). 
Figura 23: La expresión transgénica moderada en los ratones LowTgGSK-3 mejora las tareas 
motoras respecto los ratones R6/1. Rotarod. Evolución de la media de la latencia en caer desde el 
rodillo de ratones de 2 a 8 meses de edad. Ratones WT (n=25); LowTgGSK-3 (n=52); HighTgGSK-3 
(n=28); R6/1 (n=30); R6/1+LowTgGSK-3 (n=27) y R6/1+HighTgGSK-3 (n=12). El histograma muestra el 
porcentaje respecto a los R6/1 de la latencia a caer de los ratones R6/1+LowTgGSK-3 y 




   Finalmente, evaluamos la función cognitiva de los seis grupos experimentales en el 
test de condicionamiento aversivo. Más concretamente, realizamos el test dependiente de 
contexto que evalúa la memoria dependiente del hipocampo del animal. La figura 24A muestra 
las gráficas representativas del tiempo que el ratón pasa en estado de freezing (verde) que es 
cuando el animal se queda inmóvil porque recuerda el estímulo condicionante, respecto al 
tiempo que pasa en actividad (amarillo) para cada uno de los genotipos. Como podemos ver, 
los ratones R6/1 mostraron un claro déficit cognitivo, ya que el porcentaje de tiempo que los 
ratones R6/1 pasan haciendo freezing está dramáticamente reducido comparado con los WT. 
Sin embargo, este déficit se atenúa en los ratones R6/1+LowTgGSK-3 que pasan más tiempo 
haciendo freezing que los R6/1 (Figura 24B). 
 
 
   En conjunto, estos resultados demuestran que un incremento moderado de la 




Figura 24: La expresión LowTgGSK-3 mejora las tareas cognitivas en los ratones R6/1. (A) 
Representación del tiempo que el ratón pasa haciendo freezing (verde) o no (amarillo) en el test de 
condicionamiento aversivo. (B) El histograma muestra el porcentaje de freezing en el test de ratones 
WT (n=32); LowTgGSK-3 (n=32); HighTgGSK-3 (n=22); R6/1 (n=27); R6/1+LowTgGSK-3 (n=26) y 
R6/1+HighTgGSK-3 (n=10) a los 5 meses de edad (Kruskall Wallis, seguido de test U Mann-Whitney; 




4. Análisis del estado de fosforilación del sustrato de GSK-3, Tau, en 
cerebro del ratón modelo de la Enfermedad de Huntington 
 
   Tras la detección de una disminución de la actividad GSK-3 en la EH, nos 
preguntamos si esto, se traduciría en una disminución del nivel de fosforilación de uno de sus 
más relevantes sustratos por su implicación en numerosas enfermedades neurodegenerativas, 
la proteína asociada a microtúbulos Tau. Para ello, realizamos Western Blot en muestras de 
estriado, corteza e hipocampo procedente de ratones R6/1 sintomáticos para detectar el nivel 
de fosforilación de Tau con el anticuerpo PHF-1 (Figura 25). 
 
   Contra todo pronóstico, encontramos que se producía un incremento significativo en 
la fosforilación de Tau tanto en el estriado (p=0.0065), la corteza (p=0.0006) y el hipocampo 
(p=0.0026) de los ratones R6/1. Este resultado era contrario a lo que esperábamos tras la 
demostración previa de que en la EH, se produce una disminución de la actividad GSK-3 y, por 
tanto, de su capacidad de fosforilar Tau. Son muchas las posibles explicaciones para estos 
resultados contradictorios entre los que se encuentran un aumento en la EH de la actividad de 
otras quinasas que también fosforilan Tau tales como CDK-5 (Paoletti et al., 2008) o la 
disminución de la actividad de fosfatasas como la calcineurina (Xifro et al., 2009, Gratuze et al., 
2014) y, por último también pensamos que el aumento aparente de la fosforilación se podía 
deber al aumento de la cantidad total de Tau, como vemos en la Figura 25 con el anticuerpo 
Figura 25: Incremento de Tau fosforilado en el cerebro de los ratones R6/1. Detección mediante 
Western blot del nivel de p-Tau en homogenados de estriado, corteza e hipocampo de ratones WT y 
R6/1 a los 7.5 meses de edad (n=7 para estriado, n=7 para corteza y n=7 para hipocampo; test t-




7.51 que reconoce Tau total o a un cambio en el patrón de las isoformas de splicing como se 
analiza más adelante. 
 
5. Análisis del sustrato de GSK-3, Tau, en cerebro de pacientes y ratón 
modelo de la Enfermedad de Huntington 
5.1. Incremento del nivel de Tau total y alteración del ratio de sus isoformas en 
pacientes de Enfermedad de Huntington 
 
   Ante el incremento de Tau total que observamos en los ratones R6/1, nos 
propusimos analizar qué ocurre en los pacientes de EH. Como hemos mencionado en la 
introducción, en el cerebro adulto, existen seis isoformas de Tau, la mitad con tres dominios 
de unión a microtúbulos o repeticiones (isoformas Tau-3R) y la otra mitad con cuatro dominios 
de unión a microtúbulos o repeticiones (isoformas Tau-4R). Puesto que está descrito que en 
FTDP-17, mutaciones en el gen de Tau producen un desbalance en las isoformas de Tau a favor 
de las 4R y, que esto es responsable de la neurodegeneración observada en esta enfermedad, 
nos propusimos analizar si la neurodegeneración observada en la EH es consecuencia de un 
incremento a favor de las isoformas Tau-4R. Para ello realizamos RT-PCR cuantitativa absoluta 
de ARN extraído del estriado y la corteza de pacientes de la EH y de sujetos control. En primer 
lugar, observamos que el número de copias por ng de ARNm de Tau total es equivalente entre 
sujetos control y pacientes tanto en el estriado como en la corteza (Figura 26). 
 
   A continuación, observamos que, mientras que en el estriado de sujetos control, el 
nivel de ARNm de las isoformas Tau-3R predomina sobre la cantidad de ARNm de la isoformas 
Tau-4R (59.1% vs. 40.9%), en las muestras procedentes de pacientes de EH, la proporción se 
desplaza hacia un mayor contenido de las isoformas de ARNm Tau-4R (46.3% vs. 53.7%) (Figura 
26). Como consecuencia, el ratio 4R/3R entre las isoformas de Tau aumenta dramáticamente 
en las muestras de pacientes de EH respecto a los controles (1.77 veces, p=0.002) (Figura 26). 
En la corteza, el ARNm de las isoformas Tau-3R predomina sobre el ARNm de las isoformas 
Tau-4R tanto en controles como en pacientes. Sin embargo, como las diferencias son mayores 
en los controles (62.8% vs. 37.2%) que en los pacientes de EH (56.3% vs. 43.7%) (Figura 26), el 
ratio 4R/3R es significativamente mayor en la corteza de los pacientes de EH (1.43 veces, 






   Para descartar cualquier posible influencia de la variación del tiempo post-mortem de 
unas muestras respecto a otras en la degradación de forma diferencial de unos ARNm respecto 
a otros y, descartar que el desbalance que observamos en las isoformas de Tau fuera debido a 
que el ARNm de unas isoformas se degrade más que otras, dejamos ARN de un control y de un 
paciente de EH durante 24 o 48 horas a 4ºC para que se produjera una disminución en la 
integridad del ARN (RIN) simulando diferentes tiempos post-mortem y, confirmamos que el 
ratio de las isoformas de Tau 4R/3R permanecía constante a lo largo del tiempo (Figura 27). 
Figura 26: Incremento del ratio 4R/3R de Tau a nivel de ARNm en cerebros de EH Análisis por RT-
PCR cuantitativa absoluta del ARNm de Tau total y de las isoformas del ARNm de Tau 3R y Tau 4R en 
el estriado y la corteza de pacientes de EH y controles, realizamos una curva estándar con un 
plásmido que contiene una copia de cada fragmento que fue amplificado con cada par de cebadores 
específicos (para Tau total, y para las isoformas 3R y 4R) y fue ensayado en paralelo para la 
estimación del número de copias por ng de ARN total en cada muestra (n=5-9 para estriado y n=9-10 
para corteza; test t Student; ** p<0.01, * p<0.05; sólo las muestras con numero de integridad de ARN 






   Seguidamente, utilizamos los anticuerpos específicos de las isoformas Tau-3R y Tau-
4R (RD3 y RD4 respectivamente) para explorar mediante Western blot, si se producía un 
incremento del ratio 4R/3R a nivel de proteína equivalente al observado a nivel de ARNm. 
Observamos que las muestras procedentes de pacientes de EH, muestran un claro incremento 
a nivel de proteína de las isoformas Tau-4R en el estriado y en la corteza y, una clara 
Figura 27: El intervalo post-mortem simulado (IPM) no afecta diferencialmente a los niveles de 
ARNm de Tau-3R, Tau-4R y de Tau total. (A) Número de integridad de ARN (RIN) de ARN extraído de 
corteza de muestras de controles y de pacientes de EH que han sido dejados a 4ºC durante 24 y 48 
horas antes de la homogenización y la extracción de ARN. Los valores de RIN eran comparables entre 
las muestras control y de EH a todos los tiempos. (B) Análisis por RT-PCR cuantitativa de las 
isoformas de ARNm de Tau-3R y Tau-4R y del ARNm de Tau total. (C) El ratio 4R/3R de una muestra 




disminución de las isoformas Tau-3R particularmente en el estriado (Figura 28). En 
concordancia con los datos de ARNm, el incremento del ratio 4R/3R es mayor en el estriado 
que en la corteza (3.08 veces, p=0.006 y 2.1 veces, p=0.013; respectivamente) (Figura 28). 
Curiosamente, mientras el contenido de Tau total era similar en el estriado de controles y 
pacientes de la EH, en la corteza se producía un claro incremento en los sujetos con la EH (1.52 
veces, p=0.016) con la aparición de bandas de bajo peso molecular (35 and 39 KDa) 
correspondientes a formas truncadas de Tau (Figura 28). 
 
 
   Este incremento del nivel de Tau total con la aparición de las bandas de 35 y 39 KDa, 
también se observaron con el anticuerpo 5E2 que también detecta Tau total, confirmándonos 
la especificidad de las bandas de bajo peso molecular (Figura 29). 
 
Figura 28: Incremento del ratio 4R/3R de Tau a nivel de proteína e incremento de la proteína 
Tau total. Análisis por Western blot de las isoformas de Tau 3R y 4R con los anticuerpos 
específicos RD3 y RD4 y Tau total con el anticuerpo Tau 5 en homogenados totales de estriado y 
corteza en cerebros control y de pacientes de la EH (n=13-16 para estriado y n=11 para corteza; 





5.2. Descripción de una nueva marca histopatológica de Tau en pacientes de la 
Enfermedad de Huntington 
 
   Tras la alteración de Tau observada bioquímicamente en la EH, nos preguntamos si 
había alguna marca histopatológica asociada a esta alteración. Para ello, realizamos diferentes 
inmunohistoquímicas con el anticuerpo específico RD4 para detectar Tau-4R y, con 
anticuerpos que reconocen Tau total (Tau5 y HT-7) en secciones de corteza y estriado de 
pacientes de EH y sujetos control. Sorprendentemente, con los tres anticuerpos que 
reconocían Tau, fuimos capaces de detectar unos depósitos en forma de varilla que atraviesan 
de forma parcial o total el núcleo de la neurona y que no habían sido descritos anteriormente 
(Figura 30).  
Figura 29: Incremento de Tau total y aparición de Tau truncado en la corteza de los pacientes de 
EH evidenciado con el anticuerpo 5E2. Análisis por Western blot de Tau total con el anticuerpo 5E2 
de cerebros de controles y pacientes de EH (n=5-6; test t-Student; * p<0.05). Las flechas indican 
bandas adicionales a 35 y 39 KDa.  
Figura 30: Descubrimiento de los Tau-nuclear rods (TNRs) en cerebros de pacientes de la EH. 
Inmunohistoquímica con los anticuerpos RD4 y HT-7 en estriado (St) y corteza (Cx) en cerebro de 
pacientes de la EH. Las flechas indican neuronas con TNRs. La barra de escala corresponde a 7.5 μm 




   A esta nueva marca histopatológica de Tau la hemos denominado Tau nuclear rods 
(TNRs). Éstos se detectan tanto en el estriado como en la corteza de cada caso de EH analizado 
(n=24) y, su abundancia oscila de unos casos a otros de moderada a muy elevada en función 
del anticuerpo utilizado. Por el contrario, en el estriado de los casos control (n=23), los TNRs 
están prácticamente ausentes ya que sólo se detectaron en tres o menos casos dependiendo 
del anticuerpo utilizado y, siempre son escasos. Similar, pero un poco más abundante fue la 
incidencia de TNRs en la corteza de los casos control (Tabla 6).  
 
 
Tabla 6: Cuantificación relativa de TNRs. Detectados con varios anticuerpos anti-Tau: (-) ausencia, 
(+) moderada, (++) elevada, (+++) muy alta. IPM: intervalo post-mortem (horas). H: Hombre. M: 




   Además de los TNRs, los tres anticuerpos detectan unos depósitos granulares 
citoplásmicos de Tau que frecuentemente forman anillos perinucleares en neuronas estriatales 
y corticales de pacientes de la EH (Figura 31) y que son mucho menos abundantes en las 
secciones de sujetos control. 
 
   Tras este hallazgo, nos preguntamos si los TNRs encontrados en el cerebro de 
pacientes de la EH, podrían ser encontrados en el cerebro de pacientes de una tauopatía 
clásica como por ejemplo, la Enfermedad de Alzheimer (EA). Para ello, teñimos el hipocampo 
de diez casos de EA con RD4, Tau5 y HT-7 (Figura 32). Como se puede ver, los TNRs también 
están presentes en el hipocampo de pacientes de la EA pero sólo en los casos de pacientes de 
EA que presentan estadios de Braak temprano. 
Figura 31: Tau nuclear rods (TNRs) y anillos perinucleares en pacientes de la EH. Tau nuclear rods 
(TNRs) y anillos perinucleares detectados mediante inmunohistoquímica con el anticuerpo Tau5 en 
estriado (St) y corteza (Cx) en secciones de cerebro de pacientes de la EH. Las flechas negras indican 
neuronas con TNRs y las flechas rojas indican neuronas con anillos perinucleares. 
Figura 32: Descubrimiento de los Tau-nuclear rods (TNRs) en cerebros de pacientes de la EA. 
Inmunohistoquímica con RD4 en el hipocampo (Hipp) de cerebros de los pacientes de la EA. Las 




   En las tauopatías clásicas como PSP o PiD, en las que se produce un desbalance en las 
isoformas de Tau hacia un predominio de las isoformas Tau-4R o, un predomino de las Tau-3R 
respectivamente, las marcas histopatológicas de Tau asociadas, no están compuestas 
exclusivamente por las isoformas Tau-4R o Tau-3R, por lo que vimos evidente, que los TNRs 
encontrados en el estriado y en la corteza de los pacientes de EH pudieran contener también 
Tau-3R. Mediante inmunohistoquímica con el anticuerpo RD3, observamos que los TNRs 
también estaban formados por Tau-3R (Figura 33 y Tabla 6).  
 
   De manera similar, cuando hicimos una extracción con Sarkosyl de la fracción soluble 
e insoluble de Tau de muestras de corteza de pacientes de la EH y de sujetos control y las 
comparamos, además de revelar que se produce un aumento de la cantidad de Tau en la 
fracción insoluble respecto a la soluble en la EH respecto a las muestras control (Figura 34A), 
también confirmamos la presencia de las isoformas Tau-3R y Tau-4R en la fracción insoluble 
(Figura 34B). Sin embargo, la cantidad de Tau insoluble en los pacientes de EH fue mucho 
menor que lo que se observa típicamente en los pacientes de EA (Figura 34B) y no contiene 






Figura 33: Los Tau nuclear rods (TNRs) también contienen Tau-3R. Immunohistoquímica con 
anticuerpo RD3 en estriado (St) y corteza (Cx) de secciones de cerebro de EH. Las flechas negras 
indican neuronas con TNRs y las flechas rojas indican neuronas con anillos perinucleares. La barra de 





   Esto último era esperable porque Tau a diferencia de lo observado en modelos de 
ratón de la EH, no está hiperfosforilado en la corteza de los pacientes de la EH (Figura 35). 
Figura 34: Análisis del Tau insoluble en sarkosyl y de Tau fosforilado en cerebro de pacientes de EH. 
Extracción en Sarkosyl de muestras de corteza de EA (n=1), control (n=2) y EH (n=2) que fueron 
analizadas con el anticuerpo que detecta Tau total Tau5 (A), anticuerpo anti-RD3 (B) y anticuerpo 
anti-p422 (C). 
Figura 35: Análisis de Tau fosforilado en el cerebro de la EH. Análisis mediante Western blot con 
anticuerpos que detectan específicamente Tau fosforilado PHF-1 y AT8 en estriado y corteza (n=9-10 




   De acuerdo con esto, no fuimos capaces de detectar los TNRs por 
inmunohistoquímica con anticuerpos que reconocen epítopos de Tau fosforilado como AT8 y 
PHF-1 (no mostrado). Sin embargo, mediante la inmunohistoquímica con el anticuerpo T22 
que detecta Tau en su forma agregada en forma de oligómeros sí fuimos capaces de encontrar 
TNRs en el cerebro de pacientes de EH (Figura 36). 
 
   La forma y la localización de los TNRs, nos sugirieron que podrían coincidir con las 
indentaciones neuronales nucleares que fueron detectadas mediante microscopía electrónica 
a principio de los años 80 (previamente a la identificación de la mutación responsable de la EH) 
en la corteza frontal y en el estriado de los casos de EH, pero no en sujetos control sin 
movimientos coreicos (Bots and Bruyn, 1981, Roos and Bots, 1983) y también descritos en 
pacientes de DRPLA (Takahashi et al., 2001) y en modelos celulares y de ratón de algunas 
enfermedades causadas por expansiones de poliglutamina (Evert et al., 1999, Zander et al., 
2001, Diaz-Hernandez et al., 2003). Para confirmar que realmente los TNRs atraviesan el 
espacio nuclear de las neuronas, hicimos un análisis mediante microscopía confocal en 
secciones procedentes de pacientes de EH a las que previamente habíamos hecho 
inmunofluorescencia con el anticuerpo HT-7 y contra-tinción nuclear con DAPI (Figura 37). 
Figura 36: Detección de TNRs con anticuerpo que detecta Tau en forma de oligómeros en el 
cerebro de la EH. Inmunohistoquímica con anticuerpo T22 en la corteza de cerebro de EH. La barra 
de escala corresponde a 5 μm. 
Figura 37: Detección de los Tau-nuclear rods (TNRs) y el surco que ocupan en el núcleo de neuronas 
de pacientes de la EH. Inmunofluorescencia con HT-7 (verde) y contra-tinción nuclear con DAPI (azul) 
en neurona cortical de paciente de la EH. La flecha blanca indica los finales de un surco nuclear que 




   Como podemos ver en la figura, la tinción con DAPI reveló la presencia de un surco 
en el núcleo de la neurona, que se rellena con el TNR positivo para HT-7. Seguidamente, 
hicimos un análisis mediante microscopía electrónica que nos permitió confirmar que los TNRs 
ocupan indentaciones neuronales y, que además, presentan una ultraestructura de aspecto 
filamentoso (Figura 38). 
 
   Mediante coinmunoprecipitación, comprobamos que Tau y la Htt no interaccionan 
(Figura 39) y, que ambas proteínas están restringidas a sus respectivos depósitos, Tau en los 
TNRs y, la Htt en los esferoides cuerpos de inclusión (IBs). Sin embargo, ambas marcas 
histopatológicas coinciden en algunas neuronas. La doble inmunofluorescencia con 
anticuerpos anti-Tau (HT-7) y anti-ubiquitina que revela que en la corteza de un caso de la EH, 
el 25.6% de las neuronas que contienen TNRs también presentan IBs nucleares positivos para 
ubiquitina y, que el 21.4% de las neuronas con IBs nucleares positivos para ubiquitina también 
muestran TNRs (Figura 39). 
Figura 38: Detección de indentación nuclear rellena de Tau en el cerebro de la EH. Análisis 
mediante microscopía inmuno-electrónica de neuronas de pacientes de la EH con TNRs positivos para 
HT-7. Las flechas rojas indican precipitado de DAB. Notar la ultra estructura filamentosa ordenada 








5.2.1. Análisis de la posible presencia de TNRs en otras enfermedades 
causadas por expansiones CAG 
 
   Una pregunta que nos surgió tras los resultados obtenidos, era que si éramos 
capaces de detectar alteraciones en Tau incluida la presencia de TNRs en otras enfermedades 
neurodegenerativas causadas por expansiones de CAG. Para ello, hicimos inmunohistoquímica 
con el anticuerpo HT-7 en secciones de cerebelo de un número limitado de casos de SCA1 y 
SCA3 (Figura 40). Como podemos ver en la figura, no detectamos la presencia de TNRs en el 
Figura 39: No existe interacción directa entre la HTT y Tau en el cerebro de la EH. (A-B) La HTT y 
Tau no coinmunoprecipitan en el estriado de humanos (A) Western-blot contra Tau 5 después de la 
inmunoprecipitación con anticuerpo anti-Htt N-terminal. Las exposiciones cortas no nos 
proporcionaron ninguna señal. Las bandas de Tau 5 obtenidas después de una larga exposición eran 
similares con o sin anticuerpo sugiriendo una unión inespecífica de Tau a la matriz. (B) Western blot 
con anticuerpo anti-Htt mostraba la presencia de Htt N-terminal después de la inmunoprecipitación. 
(C) Mediante inmunofluorescencia en secciones de cerebro de EH, los anticuerpos de Tau y Ubiquitina 
detectan marcas histopatológicas independientes, TNRs y IBs respectivamente. (D) Cuantificación del 




cerebelo de casos de SCA1 y SCA3. Si las alteraciones observadas en Tau son específicas para la 
EH, pudiera ser la razón por la que a diferencia de las SCAs, la EH presenta alteraciones en el 
movimiento dependiente del circuito de los ganglios basales y demencia cortical. 
 
5.3. El factor de splicing SRSF6 que regula el exón 10 de Tau está alterado en la 
Enfermedad de Huntington 
 
   Seguidamente nos propusimos explorar el mecanismo por el cual, la expansión del 
triplete CAG en la Htt mutada produce la alteración descrita en el splicing del exón 10 de Tau. 
Recientemente, ha sido descrito por el grupo de Bates, mediante aproximaciones de biología 
molecular que, el factor de splicing SRSF6 (también conocido como SRp55), sería capaz de 
unirse a las repeticiones de CAG en el ARNm de la Htt mutada pues encaja con su secuencia 
consenso YRCRKM (T/C,A/G,C,A/G,G/T,A/C) (Sathasivam et al., 2013). Poco después, el grupo 
de Krainer ha reportado una extensión de esta secuencia consenso de los mencionados 6 a 
otra de 9 nucleótidos en la que al menos los últimos 8 se ajustan bastante bien a CAGCAGCA 
(Jensen et al., 2014). Por otro lado, se conoce que SRSF6 es un buen modulador del splicing 
Figura 40: Ausencia de TNRs en SCAs. Los TNRs no se detectan en el cerebelo de un número 
limitado de casos analizados de otras enfermedades causadas por expansión del 
trinucleótido CAG como SCA1 (n=1) y SCA3 (n=·3). Inmunohistoquímica con HT-7. La barra 




alternativo del exón 10 de Tau (Yin et al., 2012). Mediante inmunohistoquímica observamos 
que SRSF6 se acumula en IBs nucleares (Figura 41A) y, mediante doble inmunofluorescencia 
con los anticuerpos anti-SRSF6 y EM48, demostramos que son los IBs que forma la Htt mutada 
(figura 41A). Mediante Western blot pudimos ver que, el nivel total de SRSF6 está 
incrementado en los pacientes de la EH con la aparición de una banda de mayor peso 
molecular que corresponde a un incremento del nivel de SRSF6 fosforilado (Figura 41B) como 
pudimos ver mediante el Western blot con el anticuerpo 1H4 que reconoce proteínas SR 
fosforiladas (Figura 41B). Con esto, podemos afirmar que SRSF6, está alterado en la EH. 
 
   Recientemente, se ha descrito que SRSF6 favorece la producción de Tau-4R en 
células humanas SH-SY5Y procedentes de un neuroblastoma (Yin et al., 2012). Sabiendo esto, 
transfectamos estas células con GFP fusionada al fragmento N-terminal de la Htt sin y con la 
mutación. Cuando transfectamos las células con la Htt mutada, observamos que se producía 
una tendencia a incrementar el ratio 4R/3R a nivel de ARNm. Al co-transfectar las células con 
el factor de splicing SRSF6 junto a la Htt mutada, vimos que, este incremento en el ratio se 
magnifica y pasa a ser estadísticamente significativo (p<0.05) (Figura 42). 
Figura 41: Cambios en el factor de splicing SRSF6 en cerebros de pacientes de la EH. (A) 
Inmunohistoquímica con anticuerpo anti-SRSF6 en secciones de estriado de pacientes de la EH (la 
flecha indica una neurona con inclusión positiva para SRSF6 y la barra de escala corresponde a 10 
μm) y, doble inmunofluorescencia con anticuerpos anti-SRSF6 (verde) y anti-Htt EM48 (rojo) 
mostrando la acumulación de SRSF6 en IBs de Htt mutada (la barra de escala corresponde a 2.5 μm). 
(B) Análisis mediante Western blot de SRSF6 y proteínas fosfo-SR (p-SR, con anticuerpo 1H4) en 
homogenados totales de estriado de homogenados de controles y de pacientes de la EH (n=8; test t-
Student; ** p<0.01, *** p<0.001). 
Figura 42: Incremento del ratio 4R/3R de las 
isoformas de Tau a nivel de ARNm en células 
transfectadas SH-SY5.  Análisis por RT-PCR del 
ARNm de las isoformas de Tau-3R y de Tau-4R en 
SH-SY5Y después de la transfección (n=8; ANOVA 




5.4. Alteración de SRSF6, desbalance del ratio de isoformas de Tau, incremento 
del nivel de Tau total y, detección de TNRs en el ratón modelo de 
Enfermedad de Huntington 
 
   En primer lugar, confirmamos que los ratones R6/1 muestran alteraciones del factor 
de splicing SRSF6, similares a las que pudimos ver en los pacientes de la EH como, la 
acumulación en IBs de Htt mutada mediante inmunohistoquímica y doble inmunofluorescencia 
y, un incremento significativo de la fosforilación mediante Western Blot (p=0.0014) (Figura 43). 
Figura 43: Alteraciones en SRSF6 (presencia en IBs e incremento de su fosforilación) en ratones 
modelo de EH. (A) Inmunohistoquímica con el anticuerpo anti-SRSF6 en el estriado de ratones de 3.5 
meses de edad WT y R6/1 y doble inmunofluorescencia con los anticuerpos anti-SRSF6 (verde) y anti-
Htt EM48 (rojo) mostrando la acumulación de la Htt en los IBs. Las barras de escala corresponden a 
20 μm y a 10 μm para la inmunohistoquímica y la inmunofluorescencia respectivamente. (B) Análisis 
por Western blot de fosfo-Sr usando el anticuerpo 1H4 (p-SR) en estriado de ratones de 3.5 meses WT 




   Después verificamos que, aunque los ratones expresan predominantemente las 
isoformas de Tau-4R en el estado adulto (Kosik et al., 1989, Takuma et al., 2003), los ratones 
R6/1 muestran una tendencia a incrementar el ratio 4R/3R a nivel de ARNm y proteína en el 
estriado y en la corteza (Figura 44A). Los ratones R6/1 muestran un incremento significativo de 
Tau-4R a nivel del proteína en el estriado respecto a los WT (1.41 veces de incremento, p=0.04) 
y, también muestran un aumento significativo en los niveles de Tau total respecto a los ratones 
WT en el estriado y en la corteza (1.42 veces de incremento, p=0.04 y 1.49 veces de 
incremento, p=0.02; respectivamente) (Figura 44B). 
 
Figura 44: Incremento de Tau-4R y Tau total a nivel de proteína. (A) Análisis por RT-PCR 
cuantitativa de las isoformas Tau-3R y Tau-4R a nivel de ARNm en el estriado y la corteza de ratones 
R6/1 de 3.5 meses de edad (n=5-7). (B) Análisis mediante Western blot de las isoformas Tau-3R y 
Tau-4R con los anticuerpos específicos RD3 y RD4 y de Tau total con el anticuerpo 7.51 en el estriado 




   Obtuvimos resultados similares con el ratón modelo HD94 que muestra un fenotipo 
que progresa de forma más lenta y que tiene mayor esperanza de vida que los ratones R6/1. 
Observamos que se produce incremento en Tau total en la corteza de ratones HD94 a 20 
meses de edad que también muestran un incremento significativo del ratio 4R/3R tanto en el 
estriado como en la corteza (Figura 45). 
Figura 45: Incremento de Tau-4R, del ratio de proteína 4R/3R y de Tau total en el estriado y la 
corteza del ratón transgénico HD94. Análisis mediante Western blot de las isoformas Tau-3R y Tau-
4R con los anticuerpos específicos RD3 y RD4 (A) y Tau total con el anticuerpo Tau 5 (B) en 
homogenados totales de estriado y corteza de ratones WT y HD94 (n=4-6; test t-Student; * p<0.05 y 




  Mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo HT-7 e inmunohistoquímica con el 
anticuerpo Tau 5, pudimos observar que los TNRs también están presentes en el cerebro de los 
ratones R6/1 y HD94 (Figura 46), aunque son mucho menos frecuentes que en humanos. 
 
6. Análisis del efecto de la reducción genética de Tau en el modelo de 
ratón de la Enfermedad de Huntington R6/1 
 
   Para explorar si el incremento del ratio 4R/3R de las isoformas de Tau y, el evidente 
incremento del nivel de Tau total en los ratones R6/1, contribuye a la patogénesis de la EH, 
decidimos llevar los ratones R6/1 a un fondo heterocigoto (Mapt+/–) y a un fondo homocigoto 
(Mapt–/–) deficiente para el gen de Tau (Figura 47). 
 
Figura 46: Detección de TNRs en dos modelos murinos de la EH. (A) Inmunofluorescencia con el 
anticuerpo RD4 (verde) y contra-tinción nuclear con DAPI (azul) mostrando un TNR en una neurona 
de un R6/1. La barra de escala corresponde a 5 μm. (B) Detección de un TNR mediante 
inmunohistoquímica con el anticuerpo Tau 5 en una neurona del ratón HD94. La barra de escala 
corresponde a 5 μm. 
Figura 47: Generación de ratones R6/1 con disminución del nivel de Tau. Representación 




   Después de cruzar el ratón Mapt+/– con el ratón R6/1:Mapt+/–, obtuvimos los 
siguientes genotipos experimentales: Mapt+/+; Mapt+/–; Mapt–/–, R6/1:Mapt+/+; R6/1:Mapt+/– y 
R6/1:Mapt–/–. La descendencia se distribuyó entre los diferentes genotipos de forma 
mendeliana. En primer lugar, verificamos mediante Western blot con anticuerpo que reconoce 
Tau total, que los ratones R6/1:Mapt+/– y R6/1:Mapt–/– mostraban una reducción parcial y 
absoluta de los niveles de Tau respectivamente (Figura 48). 
 
   A continuación, hicimos análisis histopatológico de los ratones para analizar como la 
reducción parcial o total de Tau afectaba a los hallazgos anteriormente descritos. En primer 
lugar, confirmamos que los TNRs también se detectan en los ratones R6/1:Mapt+/– pero no en 
los ratones R6/1:Mapt–/– como esperábamos (Figura 49A). Observamos que la dosis del gen 
Mapt no afectaba al número de IBs de Htt mutada presentes en el estriado aunque 
presentaban una reducción de su tamaño en los ratones R6/1:Mapt+/– y R6/1:Mapt–/– (Figura 
49B). Finalmente, analizamos que la detección de SRSF6 en los IBs y, el número de células 
inmunopositivas para caspasa 3 activa como indicador de procesos de apoptosis que se 
estuvieran produciendo en el estriado, y vimos que no estaba afectado por la reducción parcial 
o total de Tau en los ratones R6/1 (Figura 49C).  
 
Figura 48: Detección del nivel de Tau total en ratones R6/1 con reducción genética de Tau. Análisis 
















Figura 49: Análisis del efecto del knockdown de Tau en los TNRs, en los cuerpos de inclusion de Htt 
(IBs), la apoptosis y las inclusiones SRSF6 positivas en ratones R6/1 a 6.5 meses de edad. (A) Como 
esperábamos, la inmunohistoquímica con Tau 5, reveló que los TNRs no se detectan en el estriado de 
los ratones R6/1:Tau-/-. (B) Inmunohistoquímica con EM48 para detectar cuerpos de inclusión 
estriatales de Htt. No encontramos diferencias significativas en el número de agregados. Sin 
embargo, los ratones R6/1:Tau+/- y R6/1:Tau-/- mostraron una disminución del tamaño de las 
inclusiones de Htt mutada (ANOVA, seguido por DMS; ** p<0.01). (C) Inmunohistoquímica de 
caspasa 3 activa. Los ratones R6/1:Tau+/- y R6/1:Tau-/- mostraron menor número de caspasa-3 
activa positivas en la corteza, aunque las diferencias no fueron significativas. (D) 




   Por último, en lo que se refiere a los análisis funcionales de los ratones R6/1, la 
pérdida de peso progresiva que presentan estos ratones modelo de EH era similar en los 
ratones R6/1:Mapt+/– y R6/1:Mapt–/– (Figura 50). 
 
   Finalmente, se caracterizó el comportamiento motor en el aparato de rotarod con 
aceleración para evaluar la coordinación motora. Pudimos observar que los ratones 
R6/1:Mapt+/– y los R6/1:Mapt–/– realizan mejor el test de rotarod que los R6/1:Mapt+/+ a 
edades sintomáticas tempranas (12 semanas) y a las plenamente sintomáticas (16 semanas) 
(Figura 51A). De forma similar, la hipoactividad significativa observada en los ratones 
R6/1:Mapt+/+ a edades sintomáticas, evidenciada por una disminución en la distancia 
ambulatoria recorrida y en el número de veces que el animal se pone en posición vertical, se 
veía atenuada en los ratones R6/1:Mapt+/– y R6/1:Mapt–/– (Figura 51B). 
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   Los resultados observados en ambos test de comportamiento, demuestran que Tau 
contribuye al fenotipo motor de los ratones de la EH.  
  
Figura 51: Atenuación del déficit motor mediante la reducción genética de Tau. (A) Evolución de la 









 (n=14) and R6/1:Mapt
–/–
 (n=8) a 12 y 16 









 (n=13) y R6/1:Mapt
–/–
 (n=4) a 25 semanas de edad (ANOVA, 
seguido por DMS o Games Howell; ** P<0.01, * p<0.05; y Kruskall Wallis, seguido por el test post-hoc 




















   La Enfermedad de Huntington (EH) es un desorden neurodegenerativo de los más 
frecuentes dentro de las enfermedades raras. Su alta prevalencia hace importante la necesidad 
de centrar esfuerzos en comprender cómo la mutación descrita en 1993 es capaz de provocar 
un fenotipo tan atroz en los pacientes de esta enfermedad para abrir posibles vías de 
intervención terapéutica.  
 
   En esta tesis, nos hemos centrado en el estudio de GSK-3, una de las proteínas que 
por su implicación en numerosas enfermedades, ha suscitado interés en el desarrollo de 
fármacos o terapias que puedan modular su actividad. Por otro lado, en la literatura había una 
serie de incongruencias entre los efectos de los inhibidores de GSK-3 en modelos celulares y 
animales y evidencias previas que indicaban que la actividad GSK-3 podría estar alterada en la 
EH, lo cual hacía muy interesante comprender cuál era su implicación. Al mismo tiempo, como 
consecuencia de claves halladas en el análisis de uno de sus sustratos relacionados con la 
neurodegeneración, la proteína Tau, decidimos hacer un estudio de su estado en esta 
enfermedad en profundidad. Con todo esto, los dos principales hallazgos de esta tesis han 
sido, en primer lugar que GSK-3 está disminuida en la EH y que esto contribuye a la 
patogénesis de la enfermedad y, en segundo lugar que la EH puede ser englobada dentro del 
grupo de enfermedades conocidas como tauopatías ya que hemos detectado que se produce 
una alteración del splicing del gen que codifica la proteína Tau a favor de las isoformas Tau-4R 
y que aparecen unos depósitos que anteriormente no se habían detectado a los que hemos 
denominado Tau nuclear rods (TNRs).  
 
La disminución de GSK-3 contribuye a la patogénesis de la Enfermedad de 
Huntington. 
 
   En primer lugar, hemos analizado por primera vez en cerebro post-mortem de 
pacientes de la EH, el nivel y la actividad de GSK-3 en el estriado, la región más afectada en la 
enfermedad y, además, también hemos analizado otras regiones cerebrales afectadas como la 
corteza y el hipocampo. Hemos encontrado que se produce una disminución dramática del 
nivel y la actividad de GSK-3 en el estriado y en la corteza de los pacientes de la EH. 
Paralelamente, en el ratón modelo de la enfermedad R6/1, hemos encontrado resultados 
similares. Estos hallazgos los hemos confirmado con diferentes aproximaciones, lo que nos 
permite afirmar que en la EH, GSK-3 está disminuida. Tras este hallazgo, nos propusimos 




combinación del ratón R6/1 con el ratón previamente generado en el laboratorio de 
sobreexpresión de GSK-3, hemos sido capaces de demostrar que, la mencionada disminución 
de GSK-3 observada, contribuye al fenotipo de la EH ya que la atrofia cerebral, la hipoactividad 
locomotora y, los déficits en la coordinación motora y el aprendizaje de los R6/1, son 
atenuados por la expresión moderada de GSK-3 transgénica en cerebro anterior de los ratones. 
 
   El primer estudio de GSK-3 relacionado con la toxicidad de la Htt mutada fue llevado 
a cabo en modelos celulares que expresaban el exón 1 de la Htt con 74 glutaminas (Q74-Htt) 
(Carmichael et al., 2002). El inhibidor no selectivo de GSK-3, litio, el inhibidor selectivo 
SB216763 y la sobrexpresión del plásmido dominante negativo de GSK-3, atenuaban 
significativamente la muerte celular inducida por la Htt-Q74 y el número de inclusiones 
características. Al mismo tiempo y posteriormente, se describió que en la EA se producía un 
incremento del nivel y de la actividad de GSK-3 (Imahori and Uchida, 1997, Pei et al., 1997, 
Grimes and Jope, 2001, Hye et al., 2005, Leroy et al., 2007, Hooper et al., 2008) y que la 
sobrexpresión transgénica de GSK-3 era capaz de causar un fenotipo neurodegenerativo 
similar al observado en la EA como tinción somatodendrítica de Tau hiperfosforilado en 
neuronas granulares y deficiencias en memoria espacial (Lucas et al., 2001, Hernandez et al., 
2002). De acuerdo con esto y con la implicación del incremento de la actividad de GSK-3 en 
otras enfermedades, se postuló que los inhibidores de GSK-3 podrían ser neuroprotectores en 
una gran cantidad de modelos celulares y animales de neurodegeneración (Cohen and 
Goedert, 2004, Meijer et al., 2004, Noble et al., 2005, Engel et al., 2006a). De forma similar, el 
tratamiento con litio, sólo (Wei et al., 2001, Wood and Morton, 2003, Berger et al., 2005, 
Voisine et al., 2007, Watase et al., 2007) o en combinación con valproato (Chiu et al., 2011), o 
los inhibidores selectivos de GSK-3 como AR-A014418 (Voisine et al., 2007) eran 
neuroprotectores en modelos de vertebrados y roedores de la EH y otros desórdenes causados 
por expansiones poli-Q. En los experimentos en los que se administró sólo litio, con la 
excepción del ratón modelo de la EH R6/2 (Wood and Morton, 2003) que no mostró una clara 
mejora, mostraron una clara mejoría en la coordinación motora y en las pruebas cognitivas el 
modelo químico de rata de la EH (Wei et al., 2001) y el ratón modelo transgénico de otra 
enfermedad causada por expansión de CAG, la SCA1 (Watase et al., 2007). Además, los 
modelos invertebrados de la enfermedad, también mostraron que se producía una atenuación 
de la muerte celular inducida por la poli-Q con la administración de litio o inhibidores 
selectivos (Berger et al., 2005, Voisine et al., 2007). Sin embargo, todos estos estudios se 
llevaron a cabo sin preguntarse si los niveles o la actividad de GSK-3 estaban incrementados 





   Como hemos mencionado, el litio, es un inhibidor no selectivo de GSK-3 e inhibe 
muchas más actividades enzimáticas además de GSK-3 como la inositol monofosfatasa y la 
histona deacetilasa 1 (HDAC1) (Gould et al., 2006, Xu et al., 2013). Además, el litio por sí 
mismo, o en combinación con otros compuestos como la rapamicina (Sarkar et al., 2008) y el 
valproato (Chiu et al., 2011) se encontró que aumentaban la autofagia, lo que puede explicar 
que tenga un efecto beneficioso en modelos celulares y animales de toxicidad mediada por 
poli-Q porque esté actuando sobre otras dianas y no tanto sobre la GSK-3. Tampoco podemos 
pasar por alto el hecho de que el litio sí que funcione en otra enfermedad causada por 
expansión CAG como es la SCA1 (Watase et al., 2007) y no en la EH. Esto puede explicarse por 
el hecho de que la SCA1 es una enfermedad que afecta principalmente al cerebelo y, puede ser 
que en esta estructura, puede haber un incremento patogénico de la actividad GSK-3 lo que 
explicaría el efecto beneficioso del litio, a diferencia de la EH en la que las regiones más 
afectadas se encuentran en cerebro el anterior. Recientemente, se ha descrito que en el 
cerebelo de los pacientes de la EH el nivel de GSK-3 no está disminuido (Lim et al., 2014) que 
explicaría el efecto terapéuticamente diferencial de la inhibición de GSK-3 con litio en SCA1 y 
en la EH. 
 
   En lo que se refiere a los resultados previos sobre si la actividad de GSK-3 cambia en 
respuesta a la expresión de la Htt mutada, un incremento en la fosforilación de la región N-
terminal fosforilado de GSK-3 fue primeramente descrito en las células estriatales 
STHdhQ111/Q111 (Gines et al., 2003). La fosforilación en la región N-terminal de GSK-3 hace 
referencia a su forma inactiva en algunos de sus escenarios funcionales, lo que sugiere que se 
estaría produciendo una reducción en su actividad quinasa. Un incremento similar de p-GSK-3, 
fue reportado en el estriado de los ratones R6/1 (Saavedra et al., 2010) y más recientemente, 
también en la corteza de los ratones R6/1 (Lim et al., 2014) y de los ratones R6/2 (Blum et al., 
2014). Sin embargo, no se había realizado anteriormente ningún análisis directo de la actividad 
GSK-3 y solamente, se había descrito una correlación con el nivel de fosforilación de sus 
sustratos, muchos de los cuales son diana de otras quinasas y fosfatasas. Desafortunadamente, 
esto último, no nos proporciona realmente un indicador de cómo está la actividad quinasa 
debido a que ha sido descrito que en la EH, se produce una desregulación de la calcineurina 
(Xifro et al., 2009, Saavedra et al., 2010, Gratuze et al., 2014) y otras fosfatasas como la 
PHLPP1 (Saavedra et al., 2010) o las mayoritarias PP1, PP2A y PP2B (Blum et al., 2014). Esto 
último, podría explicarse porque está descrito que en la EH se produce una disminución de la 




82Q y R6/2 (Weydt et al., 2006) lo que disminuye la actividad de numerosas fosfatasas como 
esta descrito que tiene lugar en los períodos de hibernación de numerosos mamíferos 
(MacDonald and Storey, 2007) o ante situaciones en las que ha pacientes se les administra 
anestesia para una intervención quirúrgica y como consecuencia se produce una disminución 
de la temperatura corporal (Planel et al., 2007). De acuerdo con esto, la descripción aquí 
reportada de los niveles de GSK-3 total, el incremento de p-GSK-3 en sus epítopos inhibitorios 
y la disminución en su actividad enzimática es la primera demostración sólida de la 
disminución de la actividad de GSK-3 en el cerebro del ratón modelo de la EH.  
 
   Hasta muy recientemente, no había ninguna descripción del estado de GSK-3 en los 
pacientes de la EH. El análisis de p-GSK-3 se ve obstaculizado por la inestabilidad del epítopo y 
la variabilidad con el intervalo post-mortem (Li et al., 2005) y solamente se había explorado el 
nivel de GSK-3 total en la corteza y en el cerebelo de los pacientes pero no en el estriado, la 
parte del cerebro más afectada por la enfermedad (Lim et al., 2014). De acuerdo con esto, el 
análisis sistemático aquí reportado del nivel total de GSK-3 y los ensayos de actividad 
enzimática en cerebro anterior incluido en el estriado de los pacientes, nos permite afirmar 
que la actividad de GSK-3 está disminuida en el estriado post-mortem de los pacientes de EH.  
 
   En vista de lo descrito, las terapias relacionadas con GSK-3 para la EH, no deberían 
estar basadas en la inhibición de GSK-3 como inicialmente había sido asumido sino en 
incrementar la actividad de GSK-3. Partiendo del hecho de que no hay disponibles activadores 
directos de la enzima GSK-3, esta activación podría llevarse a cabo indirectamente mediante la 
inhibición de quinasas como AKT que fosforilan GSK-3 en su residuo serina N-terminal. De 
hecho, en la actualidad, los inhibidores de AKT están cerca de la clínica para el tratamiento del 
cáncer (Hong et al., 2014). De forma interesante, el fármaco Celecoxib que es un anti-
inflamatorio no esteroideo, inicialmente desarrollado como un inhibidor selectivo de Cox-2, se 
sabe que también es capaz de inhibir a AKT y se cree que esto último puede contribuir a su 
efecto anticancerígeno (Yang et al., 2004). El 2,5-dimetil-celecoxib, un derivado que no inhibe 
la Cox-2 ha mostrado ser terapéuticamente útil en cáncer y modelos de ratón de hipertrofia 
cardiaca gracias a su capacidad de inhibir AKT y por tanto, contribuyendo a una activación 
indirecta de GSK-3 (Takahashi-Yanaga, 2013). 
 
   Otro ángulo sobre las implicaciones terapéuticas de este trabajo, podrían ser la 
identificación del mecanismo que media entre la disminución de la actividad GSK-3 y el 




negativo para GSK-3 desarrolla un incremento de la apoptosis neuronal y déficits motores 
mostrando un fenotipo muy parecido a la EH (Gomez-Sintes et al., 2007). Se sabe que esto es 
mediado por un incremento de la translocación al núcleo de factores NFATc3 y NFATc4 y como 
consecuencia incremento de la ruta de señalización FasL/Fas (Gomez-Sintes and Lucas, 2010, 
2013). Tras nuestra observación de la reducción de GSK-3 en la EH, sería muy interesante 
analizar cómo está la ruta de señalización FasL/Fas en esta enfermedad para ver, si al igual que 
el ratón dominante negativo de GSK-3 está incrementado el nivel de FasL y por tanto, hubiera 
una sobre activación de esta ruta. De acuerdo con esto, la reducción de la señalización 
mediada por FasL podría ser un mecanismo para contrarrestar las dañinas consecuencias de la 
disminución de la actividad GSK-3 en la EH. 
 
   En resumen, aquí demostramos que los niveles de GSK-3 y la actividad, están 
disminuidos en el estriado de los pacientes de la EH así como en otras áreas cerebrales 
afectadas. Esto se recapitula en el modelo de la EH R6/1 y un incremento moderado de GSK-3 
en cerebro anterior mediante manipulación genética resulta en la atenuación de los síntomas 
relacionados con la EH del ratón R6/1 demostrando así que la disminución de GSK-3 
contribuye a la patogénesis de la EH. Esto evidencia la necesidad de mantener niveles 
fisiológicos de GSK-3 lo que ofrece una nueva vía para la intervención terapéutica basado en 
las oportunidades de incrementar la actividad de GSK-3 o atenuar los efectos secundarios de la 
disminución observada de GSK-3. 
 
   A continuación, tras los hallazgos anteriormente descritos sobre los niveles de 
actividad de GSK-3, nos propusimos estudiar uno de sus principales sustratos por su 
implicación en numerosas enfermedades neurodegenerativas, la proteína asociada a 
microtúbulos Tau. Nuestra primera sorpresa fue descubrir que en los ratones R6/1, parecía 
que había un incremento en su fosforilación en los epítopos sustrato de GSK-3. Esto nos 
pareció discordante, ya que al estar GSK-3 disminuida esperaríamos que hubiese una 
disminución en el nivel de fosforilación de Tau en los epítopos sustrato de éste. Esto hizo que 
centráramos la segunda parte del estudio en qué le ocurre a Tau en la EH. 
 
La Enfermedad de Huntington es una tauopatía 4R con Tau nuclear rods. 
 
   En la siguiente parte del trabajo, mostramos como la mutación en la EH da lugar a 




isoformas de Tau a favor de las isoformas Tau-4R y un incremento en el contenido de Tau 
total. Además, hemos descubierto la presencia de unos depósitos de Tau en formas de varilla 
que atraviesan el núcleo a los que hemos denominado TNRs en el cerebro de los pacientes de 
la EH y que también están presentes en el hipocampo de los pacientes de la EA. Finalmente, la 
atenuación del fenotipo motor del ratón transgénico de la EH con la reducción genética de 
Tau, demuestra un papel de Tau en la patogénesis de la EH. Pero todos estos hallazgos hacen 
que sea necesario más trabajo adicional para elucidar si los tres descubrimientos clave de este 
estudio, la alteración del splicing 4R/3R de Tau, la detección de los TNRs y, los efectos in vivo 
de la reducción de Tau en el ratón de la EH están ligados los unos a los otros. 
 
   Un importante punto que es necesario elucidar es la conexión entre el desbalance 
4R/3R y los TNRs. Si se encontraran TNRs en los cerebros de los casos de pacientes con FTDP-
17 con mutaciones intrónicas con el consabido desbalance 4R/3R (Hutton et al., 1998), esto 
sugeriría fuertemente que el desbalance 4R/3R es suficiente para causar TNRs. Para ello habría 
que explorar qué ocurre en las zonas cerebrales más afectadas por la enfermedad. En este 
momento no sabemos si los TNRs contribuyen a la patogénesis pero no sería de extrañar que 
una estructura que altera la forma del núcleo donde tienen lugar funciones muy importantes, 
alterara la dinámica de éste. Un posible mecanismo podría ser que el incremento en el ratio 
4R/3R de las isoformas de Tau produjera una alteración en la dinámica de los microtúbulos. 
Éstos son estructuras dinámicas en continua polimerización y despolimerización para llevar a 
cabo sus funciones y, el incremento de la proporción de las isoformas de Tau con cuatro 
repeticiones o dominios de unión a microtúbulos haría que Tau se uniera de forma más estable 
y más estática a los microtúbulos y, por tanto, podrían tener lugar alteraciones intracelulares 
consecuentes como la alteración patogénica del transporte a lo largo de los axones 
acompañado por un crecimiento anormal de los microtúbulos desde el centrosoma que 
indujera una indentación nuclear con alto contenido en Tau. En ese caso, la formación de los 
TNRs podría no ser patogénica pero si un marcador de la alteración de la dinámica de los 
microtúbulos como consecuencia de una alteración del ratio 4R/3R. Por el contrario, los TNRs 
también podrían comprometer la integridad de la envuelta nuclear y/o dar lugar a la 
fragmentación nuclear y la muerte neuronal, por lo que el TNR estaría marcando la neurona 
que va a morir. Existen más posibilidades, que estos TNRs fueran un paso previo a la formación 
de los ovillos neurofibrilares que no se han detectado previamente porque los TNRs no están 
formados por Tau hiperfosforilado y los ovillos neurofibrilares sí o, que la neurona que está 
marcada con TNRs no desarrollará ovillos neurofibrilares. Muchas de éstas, son hipótesis que 




explorar la interconexión y las implicaciones patofisiológicas de los hallazgos aquí reportados 
en el cerebro de los pacientes de la EH y los modelos.  
 
   Basándonos en esta hipótesis en que los TNRs fueran el resultado de un crecimiento 
anormal de los microtúbulos, cabría esperar la presencia en estos de componentes del 
citoesqueleto. En el año 2000, se describió la presencia de unas inclusiones intranucleares 
compuestas por tubulina en forma de varilla en el cerebro humano (Woulfe and Munoz, 2000). 
Seguidamente se vio que en una enfermedad variante de la FTD denominada Demencia de la 
enfermedad de las motoneuronas (DMND) se detectan éstas inclusiones intracitoplasmáticas 
que eran negativas para Tau y positivas para la ubiquitina (Woulfe et al., 2001) mientras que 
en la EA había una reducción de éstos en comparación con los individuos considerados control 
(Woulfe et al., 2002). También se describió la presencia de unas varillas similares a las que 
denominaron rodlets de Roncoroni positivos para tubulina y la isoforma α del receptor de 
glucocorticoide en neuronas dopaminérgicas de ratones tratados con MPTP (Lamba et al., 
2005). Parece un poco extraño que estas estructuras y los TNRs fueran lo mismo ya que unos 
contienen Tau y otros no, pero sería necesario comprobarlo con dobles inmunofluorescencias. 
También han sido detectadas por el grupo de Ray Truant unas varillas nucleares que contienen 
la proteína cofilina que está implicada en regular el citoesqueleto de actina. En condiciones de 
estrés promueve la formación de dichas varillas compuestas por actina y cofilina en células 
wild type tratadas con 10% de DMSO y en el modelo celular de EH de células estriatales Q111 
aparecen unas estructuras en forma de varilla que son positivas para Htt y al mismo tiempo 
para actina y cofilina y, células tratadas con 10% de DMSO también serían capaces de formar 
estas estructuras, lo que significaría que bajo condiciones de estrés la célula respondería 
formando estas varillas a modo de protección o marcando el daño (Munsie et al., 2011, 
Munsie et al., 2012). 
 
   Finalmente, este trabajo abre la posibilidad de que los TNRs o el desbalance 4R/3R 
puedan servir como biomarcadores de la EH. Sería necesario explorar si en el líquido 
cefalorraquídeo de los pacientes somos capaces de detectar de forma diferencial las diferentes 
isoformas de Tau, aunque ya se sabe que por lo menos a nivel poblacional, hay un incremento 
del nivel de Tau total en el líquido cefalorraquídeo de los pacientes de la EH (Constantinescu et 
al., 2011). Entre las muchas implicaciones de este trabajo, se requieren estudios futuros para 
determinar si se pueden encontrar las alteraciones de Tau en el resto de los desórdenes 
neurológicos causados por la expansión de las CAG. Si las alteraciones de Tau fueran 




presenta alteraciones del movimiento asociadas al circuito de los ganglios basales y demencia 
cortical. Finalmente, la incidencia de los TNRs debe ser analizada detalladamente en la EA y en 
el resto de las tauopatías clásicas, particularmente en aquellas en las que la acumulación de 
Tau-4R y el desbalance de las isoformas 4R/3R como la FTDP-17.  
 
   En cuanto a las implicaciones terapéuticas de nuestros hallazgos de alteración de tau 
en la EH, nuestros resultados sugieren que la terapia génica o las terapias de Tau basadas y 
otras tauopatías en pequeñas moléculas actualmente bajo desarrollo para la FTDP y otras 






















1. Los cerebros post-mortem de pacientes de la Enfermedad de Huntington (EH) presentan 
disminución del nivel y de la actividad del enzima glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) en 
las regiones más afectadas, el estriado, la corteza y el hipocampo. 
2. Al igual que en los pacientes, en el ratón modelo de la EH R6/1 se produce una 
disminución del nivel y de la actividad de GSK-3, además de un incremento en su 
fosforilación inhibitoria en serinas en el estriado, la corteza y el hipocampo. 
3. La disminución de GSK-3 contribuye a la patogénesis de la EH ya que hemos visto que la 
progresión de la enfermedad en los ratones R6/1 se atenúa mediante el incremento 
moderado de la actividad GSK-3 en el cerebro anterior de los ratones R6/1:LowTgGSK-3 
que presentan mejora tanto de la atrofia cerebral como del fenotipo motor y cognitivo. 
4. Los cerebros post-mortem de pacientes de la EH presentan un aumento del nivel de Tau 
total en corteza que también se observa en los ratones modelo. 
5. En estriado y corteza de los pacientes de la EH hay un incremento del ratio 4R/3R de las 
isoformas de Tau a favor de las isoformas Tau-4R tanto a nivel de ARNm como de proteína 
y se observa una tendencia similar en los ratones modelo. 
6. El factor SRSF6 que modula el splicing del exón 10 del gen de Tau (MAPT) se secuestra en 
las inclusiones de Htt mutada y presenta un incremento de su fosforilación en cerebros de 
pacientes y en ratones modelo de la EH. 
7. Hemos detectado en los cerebros de pacientes de EH una nueva marca histopatológica de 
Tau en forma de varilla a lo largo del núcleo de las neuronas a la que hemos denominado 
Tau nuclear rods (TNRs). En la Enfermedad de Alzheimer también detectamos TNRs en el 
hipocampo de los pacientes de estadios muy tempranos. 
8. La proteína Tau contribuye al fenotipo de EH del ratón R6/1 ya que una reducción genética 
de Tau en el mismo atenúa su fenotipo motor característico. 
9. Las conclusiones anteriores, nos permiten afirmar que la EH es una tauopatía 4R con Tau 
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